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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
16S rRNA molekula rRNA, ki se nahaja v manjši podenoti ribosoma 
aw vodna aktivnost 
BHI gojišče za bakterije (ang. Brain Heart Broth) 
BLAST osnovno iskalno orodje lokalne poravnave (ang. Basic Local 
Alignment Search Tool) 
C. jejuni Campylobacter jejuni 
CFU  kolonijska enota (ang. Colony Forming Unit) 
CO2 ogljikov dioksid  
ČZS Čebelarska Zveza Slovenije 
DMSO dimetil sulfoksid (ang. Dimethylsulfoxide) 
DNA deoksiribonukleinska kislna 
dNTP deoksinukleotid trifosfat (ang. DeoxyNucleotide TriPhosphate) 
DRBC gojišče dikloran-rozbengal kloramfenikol agar (and. Dichloran 
Rose-Bengal Chloramphenicol Agar) 
E. coli Escherichia coli 
EDTA etilendiaminotetraocetna kislina (ang. Ethylene Diamine 
Tetra Acetic Acid) 
INT bakterijski rastni indikator (ang. p-Iodo-Nitro-Tetrazolium violet) 
ITS regija notranjih distančnikov ribosomske DNA (ang. Internal 
Transcribed Spacer) 
ITS1 in ITS4 oligonukleotidna začetnika 
L. monocytogenes Listeria monocytogenes 
LAB mlečnokislinske bakterije (ang. Lactic Acid Bacteria) 
MBH gojišče (ang. Mueller Hinton Broth) 
MgCl2 magnezijev klorid 
MHA gojišče (ang. Mueller Hinton Agar) 
MIK minimalna inhibitorna koncentracija 
mRNA prenašalna RNA (ang. Messenger RNA) 
MRS gojišče (ang. de Man, Rogosa and Sharpe Agar) 
N2 dušik (ang. Nitrogen) 
NaCL natrijev klorid 
NCBI internetna baza podatkov (angl. National Center for 
Biotechnology Information) 
O2 kisik (ang. Oxygen) 
OD optična gostota (ang. Optical Density) 
PBS raztopna fosfatnega pufra (ang. Phosphate Buffered Saline) 
PCA gojišče PCA (ang. Plate Count Agar) 
PCR verižna reakcija s polimerazo (ang. Polymerase Chain Reaction) 
RNA ribonukleinska kislina (ang. RiboNucleic Acid) 
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rRNA ribosomska ribonukleinska kislin (ang. Ribosomal RiboNucleic 
Acid) 
S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae 
sp. vrsta (ang. Species) 
spp.  podvrsta (ang. Subspecies) 
TAE pufer iz TRISa, ocetne kisline in EDTA (ang. TRIS-acetic Acid-
EDTA) 
Taq Thermus aquaticus 
TSB triptični soja bujon (ang. Tryptone Soya Broth) 
UV  ultravijoličen(-a) svetloba 
VRBL gojišče VRBL (ang. Violet Red Bile Lactose agar) 
w/v teža glede na volumen (ang. weight per volume) 
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Cvetni prah ali pelod je značilen za vsako posamezno cvetočo rastlinsko vrsto in je nekakšen 
prstni odtis vsake rastline, zaradi česar je edinstven in osnova spolnega razmnoževanja 
rastlin (Kandolf, 2010). Cvetni prah osmukanec je cvetni prah, ki ga pridobivamo s 
smukanjem. Pri tem čebelar odvzame cvetni prah čebelam z napravami smukalniki, na 
katerih je mrežica, ki čebelam iz nožic smuka kepice cvetnega prahu. Skozi mrežo pade 
osmukanec in se ujame v predalčku za zbiranje cvetnega prahu (Kandolf in sod., 2018). 
 
Cvetni prah ima kemijsko sestavo, ki je bogata z beljakovinami, reducirajočimi sladkorji, 
esencialnimi aminokislinami, nenasičenimi maščobnimi kislinami, številnimi elementi in 
vitamini (Krell, 1996). Ker vsebuje od 20 do 30 % vode in vrednost aw, ki se giblje med 0,66 
in 0,82, predstavlja ugodno okolje za preživetje in rast nekaterih mikroorganizmov (Campos 
in sod., 2008; Bogdanov, 2011). Vir mikroorganizmov, ki jih najdemo na cvetnem prahu, so 
čebele, nektar, pelod, zrak, okolje, voda, pribor, smukalniki in človek (Kandolf in sod., 
2018). Vsakodnevno pobiranje cvetnega prahu iz smukalnika in hitro zamrzovanje 
pripomoreta, da je cvetni prah ustrezen z mikrobiološkega in senzoričnega vidika (Potokar, 
2010). Z nadaljnjo obdelavo in shranjevanjem cvetnega prahu lahko ohranimo oz. 
podaljšamo njegovo mikrobiološko obstojnost. Obstojnost cvetnega prahu je sicer težko 
določljiva, saj je odvisna od osnovne sestave in izvora cvetnega prahu, dobre čebelarske 
prakse, metode obdelave in navsezadnje načina in pogojev shranjevanja (Perko, 2017). 
Priporočeno je, da sveži cvetni prah shranjujemo v temnih, suhih in hladnih prostorih, saj s 
tem preprečimo njegovo kvarjenje in ohranimo njegovo kakovost. Kot tehnološki postopki 
obdelave se najpogosteje uporabljajo sušenje z vročim zrakom in zamrzovanje, novejša 
metoda pa je tudi liofilizacija (Bogdanov, 2011).   
 
Sveži cvetni prah osmukanec ima visoko vsebnost vode, zato predstavlja primeren medij za 
razvoj in rast kvasovk. Kvasovke ob zmerni temperaturi in neustreznem shranjevanju oz. 
skladiščenju povzročijo fermentacijo cvetnega prahu in senzorične spremembe, ki so vidne 
kot sprememba barve, teksture in trdote. Na cvetnem prahu se najpogosteje pojavljajo 
kvasovke Candida sp., Cladosporium sp., Cryptococcus sp., Pyeonelia sp., Rhodotorula sp., 
Sacharomyces cerevisiae sp., Zygosacharomyces sp., in Starmerella meliponinorum (Rosa 
in sod., 2003; Nogueira in sod., 2012; Sinpoo in sod., 2017), Metschnikowia sp. se pogosto 
pojavljajo v nektarju in posledično jih najdemo v cvetnem prahu  (Pozo in sod., 2014). 
 
Izvlečki cvetnega prahu vsebujejo bioaktivne komponente (rutin, kvercetin, vanilinska 
kislina in protokatehujska kislina), ki so tekom raziskav pokazale protimikrobno, 
protivnetno, antioksidativno in antitumorno učinkovitost (Carpes in sod., 2007; Huang in 
sod., 2014). Način obdelave in skladiščenja vplivata na njegovo protimikrobno učinkovitost 
(De-Melo in sod., 2015; Dias in sod., 2016; Fatrcová-Šramková in sod., 2013). Previsoke 
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temperature ali neprimeren čas sušenja zmanjšajo vsebnost fenolov, ki so v pozitivni 
korelaciji s protimikrobno aktivnostjo (Rzepecka-Stojko in sod., 2015).  
 
Cvetni prah osmukanec s svojo bogato sestavo predstavlja živilo, katero se uporablja v 
prehrani ljudi. Kot takšen mora biti cvetni prah pristen, varen in kakovosten. V Sloveniji in 
Evropski uniji trenutno še nimamo enotnih meril in predpisanih metod, ki bi zagotavljale 
standarde najvišje kakovosti pridelanega cvetnega prahu osmukanca. Posamezne države, kot 
so Brazilija, Argentina, Bolgarija, Poljska in Švica, pa so v zadnjih letih že uveljavile svoja 
merila.  
 
1.1 NAMEN NALOGE 
V okviru magistrske naloge smo želeli ugotovili, ali je sveži cvetni prah osmukanec 
mikrobiološko obstojen pri različnih temperaturah skladiščenja in po sušenju pri uporabi 
različnih režimov sušenja (kombinacije temperature in časa). Želeli smo identificirati in 
karakterizirati glavne mikrobiološke povzročitelje kvarjenja cvetnega prahu osmukanca 
tekom shranjevanja pri sobni temperaturi. Poleg tega smo želeli določiti protimikrobno 
aktivnost izvlečka cvetnega prahu osmukanca in učinek različnih načinov obdelave in 
skladiščenja na ohranjanje protimikrobne aktivnosti tega živila. 
 
1.2 RAZISKOVALNE HIPOTEZE 
Postavili smo naslednje hipoteze: 
 
- Različni načini obdelave in/ali shranjevanja cvetnega prahu osmukanca spreminjajo 
njegovo mikrobiološko sliko in obstojnost. 
- Glavni mikrobiološki povzročitelji kvarjenja so kvasovke. 
- Hitrost rasti kvasovk, izoliranih iz različnih faz inkubacije cvetnega prahu 
osmukanca pri sobni temperaturi, bo v prisotnosti cvetnega prahu osmukanca 
različna. 
- Protimikrobna aktivnost cvetnega prahu osmukanca in obstojnost le-te je odvisna od 





Podržaj L. Mikrobiološka obstojnost ... cvetnega prahu osmukanca ... pri različnih načinih shranjevanja. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
2 PREGLED OBJAV 
2.1 CVETNI PRAH 
Cvetni prah so moške spolne celice, ki nastajajo v obliki drobnih zrnc v pelodnih vrečkah 
cveta cvetočih rastlin. Ko pelodne vrečke dozorijo, se iz njih sprostijo pelodna zrna, ki se s 
pomočjo vetra, vode ali živali prenesejo na brazdo pestiča. Ta prenos predstavlja osnovo 
spolnega razmnoževanja rastlin (Dermastia, 2010; Bogdanov, 2011). 
 
Čebelji cvetni prah je produkt čebel delavk, ki nabrani cvetni prah skupaj z lastnimi izločki 
in nektarjem zlepijo in prenesejo v čebelji panj (Campos in sod., 2008).  
 
Čebelji cvetni prah lahko pridobivamo na dva načina, in sicer kot osmukanec ali kot 
izkopanec. Cvetni prah izkopanec pridobivamo z metodo izkopanja direktno iz čebeljega 
satja, cvetni prah osmukanec pa pridobivamo s pomočjo posebne naprave – osmukalnika. 
Osmukalniki se razlikujejo po velikosti, videzu in načinu pritrditve na čebelnjak. Vsak je 
sestavljen iz dveh glavnih elementov: okovja, skozi katerega vstopajo čebele, in zabojnika 
za shranjevanje zrnc. Poznamo zunanje in notranje osmukalnike cvetnega prahu (Meglič, 
2004; Šivic in Tome, 2010). Zunanji osmukalnik je nameščen pred vhodom v panj in 
sestavljen iz drobnih luknjic, skozi katere mora čebela vstopiti, da pride v panj. Čebelam pri 
prehodu skozenj iz nog odpade oz. se osmuka nabrani cvetni prah in se ujame v osmukalni 
predalček. Notranji osmukalnik se od zunanjega razlikuje po postavitvi smukalne ploščice, 
saj je le ta postavljena vodoravno in se nahaja v notranjosti panja, zato se čebelam osmuka 
cvetni prah šele v notranjosti panja. V Sloveniji se najpogosteje uporabljajo zunanji 
osmukalniki (Kandolf in sod., 2018). 
 
2.1.1 Cvetni prah v prehrani človeka 
Čebelji cvetni prah ima v prehrani človeka pomembno vlogo. Uživanje rastlin, ki delajo 
semena in prah, je opisano v Svetem pismu Geneza 1:29: » Bog je rekel: »Glejta, dajem 
vama vse zelenje s semenom, ki raste po vsej zemlji, in vse sadno drevje, katerega sadje nosi 
seme. Naj vama bo v hrano.«« Že Egipčani so cvetni prah poimenovali kot «prah življenja« 
oz. ang. »life-giving dust«. Antični Grki so menili, da so zrnca cvetnega prahu na čebeljih 
nogah narejena iz voska, kar je Aristotel v svoji knjigi Historia animalium ovrgel in jih 
poimenoval čebelji kruh. Nekateri očetje zahodne medicine (Hipokrat, Plinij starejši in 
Pitagora) so zaupali zdravilnim učinkom cvetnega prahu - in so ga pogosto predpisovali 
svojim pacientom. Pod izrazom čebelji med se je cvetni prah uporabljal nekaj stoletij, kot 
»cvetni prah« oz. ang. »pollen« pa ga je prvič uporabil John Ray leta 1686 v knjigi Historia 
plantarum. Pomen cvetnega prahu kot osnovni vir hranil za čebele je bil prvič opredeljen 
leta 1873 (Bogdanov, 2011).  
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2.1.2 Vloga cvetnega prahu pri opraševanju čebel 
Čebele imajo v procesu opraševanja veliko nalogo, saj kot opraševalci prenašajo cvetni prah 
s prašnikov na brazdo pestiča druge rastline in jih oprašijo. Ko čebela sede na cvet, s svojim 
pristankom in premikanjem po cvetu stresa prašnike, iz katerih se zrna cvetnega prahu 
primejo na dlačice njenega telesa. Čebela si pri nabiranju pomaga z ustnim aparatom, ki ga 
uporablja za grizenje prašnikov, in z jezikom, s katerim zbira in vlaži nabrani cvetni prah. 
Ko čebela pridobi zadostno zalogo cvetnega prahu, se začne čistiti: za zbiranje z ustnimi 
žlezami navlaženega in po glavi razpršenega cvetnega prahu uporabljajo čebele opraševalke 
sprednje noge. Zbrani cvetni prah nato predajo drugemu paru nog, s katerimi odstranijo 
cvetni prah s prsnega koša in trebušne regije, nato pa z zadnjimi nogami skrtačijo zadek. Ves 
cvetni prah se torej zbere na zadnjih nogah, natančneje na glavničkih, od koder ga čebele 
prenesejo proti stiskalnemu sklepu, s katerim stlačijo cvetni prah v košek. Po napolnitvi 
koška se čebela odpravi v panj (Casteel, 1912; Campos in sod., 2010). 
 
Cvetni prah v panju čebele napolnijo do dveh tretjin v satne celice, ostali prostor pa napolnijo 
z medom, ki prepreči kvarjenje cvetnega prahu. V tako shranjenem cvetnem prahu se 
razvijejo mlečnokislinske bakterije, ki povzročijo mlečnokislinsko fermentacijo. Cvetni prah 
predstavlja za čebeljo družino vir beljakovin, hrano za vzrejo zalege in za izločanje voska 
(Meglič, 2004; Campos in sod., 2010; Kandolf, 2010). 
 
2.1.3 Lastnosti cvetnega prahu 
Cvetni prah je v obliki zrn, ki se razlikujejo po obliki, ki je lahko jajčasta, kroglasta, 
cilindrična, zvončasta, oblike triangla ali trnov, barvi, velikosti, teži in okusu. Običajna 
velikost zrn cvetnega prahu je med 6 in 200 µm, težka pa so od 4 do 6 mg. Barva cvetnega 
prahu variira od svetlo rumene do črne (Krell, 1996; Shubharani in sod., 2013).  
 
Zrna cvetnega prahu obdaja dvoplastna celična stena: notranja ali intina in zunanja ali exina. 
Notranja plast vsebuje večinoma celulozo in pektin, zunanja plast pa je sestavljena iz 
sporopoleninov, biopolimerov, ki so odporni na acetolizo in razgradnjo (Hesse in sod., 
2009). Na njeni površini najdemo številne pore in brazde, in plast balzama, ki omogoča 
prilepljanje zrn na čebelje dlačice (Couto in Couto, 2006). 
 
2.1.4 Sestava cvetnega prahu 
Cvetni prah predstavlja za čebeljo družino glavni vir pomembnih hranil, saj vsebuje poleg 
osnovnih hranilnih snovi tudi vitamine, minerale, encime, karotenoide in fenolne spojine 
(Preglednica 1). Zaradi velike vsebnosti teh sestavin se pogosto imenuje »popolno živilo«, 
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Preglednica 1: Vsebnost osnovnih hranil, mineralov, elementov v sledovih in vitaminov v sušenem cvetnem 
prahu (Campos in sod., 2008). 
Hranilna snov Vsebnost g/100 g suhe teže (min-max) 
Beljakovine 10-40 
Maščobe 1-13 
Ogljikovi hidrati 13-55 
Prehranska vlaknina, pektin 0,3-20 
Pepel 2-6 
Nedoločljivo 2-5 
Minerali, elementi v sledovih mg/kg 
Kalij (K) 4000-20000 
Magnezij (Mg) 200-3000 
Kalcij (Ca) 200-3000 
Fosfor (P) 800-6000 
Železo (Fe) 11-170 
Cink (Zn) 30-250 
Baker (Cu) 2-16 
Mangan (Mn) 20-110 
Vitamini mg/kg 
Β-karoten 10-200 
B1; Tiamin 6-13 
B2; Riboflavin 6-20 
B3; Niacin 40-110 
B5; Pantotenska kislina 5-20 
B6; Piridoksin 2-7 
C; Askorbinska kislina 70-560 
H; Biotin 0,5-0,7 
Folna kislina 3-10 
E; Tokoferol 40-320 
 
Glede na botanični in geografski izvor cvetoče rastline, klimatske pogoje, tip prsti in 
aktivnost čebelarjev, se cvetni prah razlikuje v kemijski in hranilni sestavi, kar je razvidno 
tudi iz zgornje preglednice (Herbert in Shimanuki, 1978; Campos in sod., 2010; Feás in sod., 
2012).  
 
Ogljikovi hidrati predstavljajo glavno sestavino cvetnega prahu in znaša med 13 in 55 g/100 
g suhe snovi (Campos in sod., 2008). Fruktoza, glukoza in saharoza predstavljajo 90 % vseh 
enostavnih ogljikovih hidratov, poleg njih pa najdemo tudi sestavljene ogljikove hidrate oz. 
prehransko vlaknino. Ta sestoji iz pektina, škroba, celuloze in sporopolenina (Bogdanov, 
2011) in lahko predstavlja dober vir prehranske vlaknine (Bertoncelj in sod., 2018).  
 
Vsebnost beljakovin v cvetnem prahu je različna in se giblje od 2 do 60 % glede na suho 
maso (Roulston in sod., 2000). V cvetnem prahu najdemo 17 različnih aminokislin, od 
katerih prevladujejo prolin, glutaminska in asparaginska kislina, lizin in leucin (Campos in 
sod., 2008). Beljakovine zagotavljajo čebelam pomemben vir hranil za vzrejo zalege in 
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razvoj žlez pri mladih čebelah, s katerimi proizvajajo encime, vosek in matični mleček 
(Meglič, 2004).  
 
V cvetnem prahu navadno najdemo manj kot 10 % maščob glede na suho snov, njihova 
vsebnost pa je odvisna od botaničnega izvora (Szczesna in sod., 1995; Szczesna in Rybak-
Chmielewska, 1998). Rezultati študij analiz cvetnega prahu s plinsko kromatografijo kažejo, 
da njihov maščobni ekstrakt sestavljajo linolenska, palmitinska, linolna in oleinska kislina 
(Campos in sod., 2008). Nenasičene maščobne kisline predstavljajo približno 70% vseh 
maščobnih kislin (Campos in sod., 2008). 
 
Cvetni prah vsebuje različne minerale in elemente v sledovih, med katerimi prevladuje kalij, 
sledi mu magnezij, natrij in kalcij (Campos in sod., 2008). Vsebuje tudi vitamine B 
kompleksa, C, D, E in različne karotenoide (De-Melo in Almeida-Muradian, 2010).  
 
Med esterificiranimi karotenoidi najdemo največ zeaksantina, vezanega na lavrinsko kislino, 
v manjših koncentracijah pa neesterificirane karotenoide kot so lutein, zeaksantin in β-
karoten (Gardana in sod., 2018). Montenegro in sod. (2013) navajajo, da je vsebnost β-
karotena in likopena podobna količinam v nekaterem sadju in školjkah. 
 
Barvo in grenek okus cvetnega prahu dajejo flavonoidi, med katerimi so miricetin, luteolin, 
izoramnetin, kaemferol, kvercetin, selagin in katehin (Stanley in Linskens, 1974; Freire in 
sod., 2012; Rzepecka-Stojko in sod., 2015; Gardana in sod., 2018). V  manjših količinah 
najdemo tudi poliamine in poliamine, vezane na derivate cimetne kisline, kot so p-
kumarinska, kavna in ferulna kislina (Gardana in sod., 2018). 
 
2.1.5 Shranjevanje in obdelava 
Za uspešno pobiranje cvetnega prahu osmukanca mora čebelar dobro poznati okolico 
svojega čebelnjaka, čas cvetenja in s tem pobiranja cvetnega prahu. Čebelarji morajo 
upoštevati vremenske napovedi, saj pobiranje cvetnega prahu osmukanca v deževnem 
vremenu pospeši fermentacijo, poleg tega pa je tudi količina pridelka odvisna od temperature 
ozračja. Zaradi visoke vsebnosti vode je potrebno cvetni prah dnevno pobirati iz predalčkov 
osmukalnika, ki morajo biti ustrezno narejeni. Osmukalniki ne smejo biti premazani z olji 
ali barvami, ki onesnažujejo cvetni prah osmukanec, prav tako pa ni priporočeno, da so 
kovinski, saj se hitreje orosijo in posledično povzročijo hitrejši kvar cvetnega prahu 
osmukanca. Ker je cvetni prah higroskopičen, je potrebno osmukalnike ob vlažnem vremenu 
prazniti pogosteje (Apifresh, 2013; Perko, 2017). 
 
Cvetni prah, pridobljen z osmukanjem, vsebuje od 20 do 30 g vode na 100 g. Vsebnost vode 
v cvetnem prahu osmukancu je pomemben kriterij kakovosti, saj njena velika vsebnost 
poveča aktivnost mikroorganizmov in encimov, ki vplivajo na spremembo senzoričnih 
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lastnosti proizvoda (Morgano in sod., 2011). Da preprečimo potencialen razvoj škodljivih 
mikroorganizmov in kvar oz. ohranimo njegovo kakovost, je potrebno cvetni prah 
osmukanec po pobiranju čimprej shraniti v ustreznih pogojih (Serra-Bonvehi in Escola-
Jorda, 1997; Bogdanov, 2011). Priporočljivo je, da cvetni prah osmukanec ohladimo na 4 
°C. V praksi se za transport uporabljajo hladilne torbe, v katerih cvetni prah ne sme biti 
shranjen več kot 24 h (Potokar, 2010). 
 
Sveži cvetni prah osmukanec je hitro pokvarljivo živilo, ki v pogojih hranjenja na sobni 
temperaturi hitro izgublja hranilno vrednost. Shranjujemo ga v hladilniku ali zamrzovalniku, 
ustrezno toplotno obdelanega pa lahko tudi na sobni temperaturi (Campos in sod., 2008).   
 
Najenostavnejša metoda za sušenje cvetnega prahu osmukanca je sušenje na sončni svetlobi. 
Cvetni prah osmukanec se na svežem zraku suši dolgo časa enakomerno razporejen na 
pladnjih. Taka vrsta sušenja ne zagotavlja ustreznega nadzora nad temperaturo, saj so 
uporabljene temperature pogosto prenizke. Prenizka temperatura sušenja namreč poveča 
možnost za naknadno mikrobiološko kontaminacijo, predvsem rast plesni, kar lahko vodi v 
nastajanje mikotoksinov, ki povzročajo kronične ali akutne zastrupitve pri ljudeh in živalih 
(Gonzalez in sod., 2005; Barajas in sod., 2012; Estevinho in sod., 2012; Arruda in sod., 
2013).  
  
Najpogostejša metoda za sušenje je sušenje v električni pečici. Cvetni prah toplotno 
obdelamo s sušenjem pri ustreznih temperaturah, ki ne poslabšajo njegove kakovosti, temveč 
podaljšajo njegovo obstojnost pri sobni temperaturi (Kielszek in sod., 2018). Sušenje se 
večinoma izvaja v različnih pečicah, najpogosteje pa se uporabljajo take, v katerih vlaga 
kontinuirano izhlapeva. Maksimalna temperatura sušenja naj ne bi presegla 30 °C, čas 
sušenja pa naj bi bil čim krajši, saj s tem preprečimo izgubo vitaminov. Priporočena 
temperatura sušenja je tudi 40 °C, kateri pa nekatere študije nasprotujejo (Szczesna in sod., 
1995; Dominguez-Valhondo in sod., 2011, 2013; De-Melo in sod., 2018; Zuluaga-
Domínguez in sod., 2018; Isik in sod., 2019). Zuluaga-Domínguez in sod. (2018) 
ugotavljajo, da je najprimernejša temperatura 60 °C, saj z njo zagotovimo nizko vsebnost 
vode, stabilnost cvetnega prahu, zvišano vsebnost flavonoidov, skupnih fenolov, in 
antioksidativno aktivnost. V nedavni študiji pa Isik in sod. (2019) poročajo, da sušenje pri 
40 °C v primerjavi z višjimi temperaturami najbolje ohrani senzorične lastnosti in kakovost 
cvetnega prahu. 
 
Postopek sušenja poteka tako, da čebelar sveže nabrani cvetni prah osmukanec porazdeli na 
pladnje, nato sledi sušenje v sušilni napravi. Ker je težko natančno napovedati, kdaj je cvetni 
prah osmukanec posušen, saj je čas sušenja odvisen od začetne vsebnosti vode v njem, je 
priporočeno, da čebelar v praksi preveri z valjanjem nekaj grudic cvetnega prahu med prsti: 
če se te med seboj ne sprijemajo, je to znak, da je cvetni prah osmukanec ustrezno suh (Lilek, 
2016). Osušeni cvetni prah osmukanec čebelar očisti večjih primesi. S sejanjem lahko 
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odstrani večje in manjše primesi, kot so ostanki rastlin, semena trav, delci čebel ipd. 
(Potokar, 2010).  
 
Eden izmed novejših načinov sušenja je sušenje v mikrovalovni pečici, kjer z mikrovalovi v 
vakuumu znižamo vsebnost vode brez doseganja previsokih temperatur (Canale in sod., 
2016). Študija Canale in sod. (2016) je pokazala, da sušenje v mikrovalovni pečici ne zniža 
skupne vsebnosti fenolov in flavonoidov, ki določajo kakovost cvetnega prahu, zmanjša pa 
vsebnost skupnih aminokislin in poveča vsebnost prostih aminokislin. Nasprotno so Conte 
in sod. (2017) dokazali manjšo vsebnost tokoferolov, ki kažejo na poškodbo antioksidativnih 
spojin.  
 
Cvetni prah osmukanec lahko tudi zamrzujemo. Priporočena temperatura zamrzovanja je 
vsaj -20 °C, cvetni prah pa mora biti pred zamrzovanjem svež in pakiran v vakuumski in 
neprodušni embalaži (Bogdanov, 2011). Pogosto se uporablja kot vmesna stopnja, saj z njo 
podaljšamo čas končne obdelave, kot je sušenje (Perko, 2017). Z zamrzovanjem 
omogočimo, da cvetni prah dlje časa ohrani svojo biološko vrednost, hranilne lastnosti in 
ostane encimsko aktiven (Bogdanov, 2011). Fatrcová-Šramková in sod. (2016) so v svoji 
študiji dokazali, da zamrznjen cvetni prah ohrani več flavonoidov v primerjavi s sušenjem 
in liofilizacijo, poleg tega pa ne povzroči izgube vsebnosti vitamina C in A. Uporabo 
zamrzovanja pri -20 °C priporočajo tudi Anjos in sod. (2019), saj tako shranjevanje ne vpliva 
na izgubo vsebnost reducirajočih sladkorjev, skupnih fenolov in skupnih flavonoidov.  
 
Liofilizacija ali sušenje z zamrzovanjem predstavlja blažji način sušenja, saj živilu znižamo 
vsebnost vode po tem, ko je bilo zamrznjeno in shranjeno v vakuumu (Ciurzyńska in Lenart, 
2011). Njena uporaba omogoča ohranjanje kemijskih in bioloških lastnosti, ki so vidne kot 
večja antioksidativna učinkovitosta in manjša izguba termolabilnih spojin (Dominguez-
Valhondo in sod., 2011; Siuda in sod., 2012, Cinkmanis in sod., 2017; Zuluaga-Domínguez 
in sod., 2018). Dias in sod. (2016) poročajo o večji vsebnosti skupnih flavonoidnih spojin in 
fenolov v liofiliziranem cvetnem prahu, nasprotno pa ugotavljajo Cinkmanis in sod. (2017), 
ki so v liofiliziranem cvetnem prahu določili njihovo manjšo vsebnost v primerjavi s svežim 
in sušenim cvetnim prahom. Ranieri in sod. (2019) poročajo, da liofilizirani cvetni prah 
dosega zahtevano vsebnost rutina in aminokislin.  
 
Ker se cvetni prah prodaja kot sveži ali suhi, je potrebno zagotoviti tudi njegovo pravilno 
shranjevanje. Bodganov (2003) je v svoji študiji pokazal, da je sušeni cvetni prah 
mikrobiološko in senzorično stabilen do 1,5 let, hranjen pri sobni temperaturi. Kadar je 
shranjen v hladnem, suhem in temnem prostoru, obdrži senzorične in mikrobiološke 
značilnosti do 2 let. Barajas in sod. (2012) priporočajo shranjevanje v hladilniku na 
temperaturi med 5 in 10 °C. Posušen cvetni prah lahko shranjujemo tudi v vakuumskem 
pakiranju, saj se s tem ohranja njegova antioksidativna aktivnost, prepreči se zbiranje vlage 
in dodatna kontaminacija (Bogdanov, 2011). Antioksidativno aktivnost naj bi ohranil tudi 
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cvetni prah, shranjen v vakuumu na 0-10 °C (Solomka, 2001). Dinkov (2016) in Dinkov in 
Stratev (2016) pa priporočajo shranjevanje vakuumsko pakiranega cvetnega prahu 1 leto pri 
temperaturi od 0 °C do 4 °C.  
 
2.2 MIKROBIOLOŠKA SLIKA CVETNEGA PRAHU OSMUKANCA 
2.2.1 Mezofilni aerobni mikroorganizmi 
Mezofilni aerobni mikroorganizmi so mikrobiološki indikatorji kakovosti živil, saj njihovo 
visoko število nakazuje na neprimerne temperature in higiensko kontrolo med 
procesiranjem, transportom in shranjevanjem (Estevinho in sod., 2012; Feás in sod., 2012; 
Hani in sod., 2012; Nogueira in sod., 2012; De-Melo in sod., 2015). Zuluaga-Domínguez in 
sod. (2018) poročajo o visoki kontaminaciji svežega cvetnega prahu z mezofilnimi 
aerobnimi mikroorganizmi (> 3,0*105 CFU/g), njihovo število pa se z višjo temperaturo 
sušenja znižuje. O njihovi kontaminaciji v 56 % dehidriranih vzorcev poročajo tudi Arruda 
in sod. (2017). Prav tako so De-Melo in sod. (2015) v sušenem cvetnem prahu določili število 
od < 10 do 1,1*104 CFU/g (De-Melo in sod., 2015). Nižje število (2,8*103 - 7,6*102 CFU/g) 
so določili v študiji Estevinho in sod. (2012). Starejša študija Fatrcová-Šramková in sod. 
(2010) je najvišje število določila v zamrznjenih vzorcih, najmanj pa v sušenih. Njihove 
vrednosti so se gibale med 0,6*104 in 3,6*104 CFU/g.  
 
2.2.2 Plesni in kvasovke 
V prvih študijah mikroflore cvetnega prahu je Gilliam (1979) izolirala in identificirala plesni 
in kvasovke iz cvetnega prahu mandlja (Prunus communis) in iz nog čebel. Prevladovale so 
plesni rodu Alternaria spp. in Rhizopus. Več raziskav je pokazalo, da večino 
mikroorganizmov predstavljajo plesni rodu Aspergillus, Mucorales in Penicillium ter 
kvasovke rodu Cladosporium spp. in Peyronelia spp. (Gilliam in Prest, 1977; Gilliam in 
sod., 1989; Serra-Bonvehi in Escola-Jorda, 1997; Estevinho in sod., 2012; Feás in sod., 
2012; Nogueira in sod., 2012; Deveza in sod., 2015; Arruda in sod., 2017; Sinpoo in sod., 
2017). Njihove vrednosti se med seboj razlikujejo, njihova pojavnost pa je povezana z 
okoljskimi pogoji in je indikator pomanjkljive higiene v čebelnjaku (Nogueira in sod., 2012). 
Coronel in sod. (2004) in Hervatin (2009) so v argentinskih vzorcih določili več kot 104 
CFU/g, podobno so Petrović in sod. (2014) določili 103 - 105 CFU/g plesni in kvasovk iz 
rodov Aspergillus, Cladosporium, Epiccocum, Fusarium, Mucor, Penicillium in Rhizopus. 
V brazilskem cvetnem prahu je bilo določeno od 10 do 7,6*103 CFU/g kvasovk in plesni s 
prevlado rodu Candida (De-Melo in sod., 2015). Arruda in sod. (2017) poročajo o 60 % 
kontaminaciji vzorcev, Hosny in sod. (2018) pa o 56,7 % kontaminaciji vzorcev s plesnimi 
in kvasovkami, ki pripadajo rodu Penicillium spp., ter vrstam Aspergillus flavus, Aspergillus 
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V vzorcih cvetnega prahu iz različnih regij Slovaške so identificirali plesni Alternaria 
alternata, Cladosporium, in Penicillium sp. (Kačániová in sod., 2011). Fatrcová-Šramková 
in sod. (2010) so določili koncentracijo plesni med 2,48 in 4,20 log CFU/g, največ v 
liofiliziranih vzorcih cvetnega prahu, manj v zmrznjenih in sušenih vzorcih. Medina in sod. 
(2004) in Gonzalez in sod. (2005) so dokazali, da je cvetni prah substrat, ki stimulira 
produkcijo ohratoksina A plesni Aspergillus ochraceus. Prisotnost toksigenih plesni so v 
svežih vzorcih potrdili tudi Nardoni in sod. (2016). V nedavni študiji Fernandes in sod. 
(2018) ugotavljajo, da je kontaminiran cvetni prah odgovoren za kontaminacijo medu. Na 
nižje število plesni in kvasovk lahko vplivamo z ustreznimi pogoji shranjevanja, ki znižajo 
vrednost pH in vlažnost ter posledično preprečijo ali zmanjšajo rast plesni in kvasovk 
(Sinpoo in sod., 2017). 
 
2.2.2.1 Kvasovke kvara 
Kvasovke so enocelični evkariontski organizmi, ki spadajo v kraljestvo gliv. Več kot tisoče 
let se uporabljajo v tradicionalnih procesih fermentacije piva, vina in kruha (Fleet, 2011). 
Kvasno celico sestavljajo celične strukture, kot so citoskelet, jedro, vakuola in celični 
organeli, kot so endoplazmatski retikulum, Golgijev aparat, mitohondrij in mikrotelesa. 
Celična stena, ki je zgrajena iz polisaharidov (predvsem β-glukanov), proteinov (predvsem 
manoproteinov), lipidov in anorganskih fosfatov, vzdržuje hidrostatski pritisk in ohranja 
obliko celice. Razmnožujejo se spolno ali nespolno, na slednji način s cepitvijo ali brstenjem 
(Van der Klei in sod., 2011). 
 
Kvar živil, povzročen s kvasovkami, se navadno pojavlja na tistih živilih, kjer njihove 
značilnosti in pogoji procesiranja ter shranjevanja ali upočasnijo ali preprečijo rast bakterij, 
ki sicer rastejo hitreje od kvasovk. Kvar živil se ponavadi pojavi na kislih živilih z nizko 
vrednostjo pH, živilih z visoko koncentracijo sladkorja ali soli, živilih, konzerviranih s 
šibkimi kislinami in dalj časa zamrznjenih živilih (Fleet, 2011).   
 
2.2.2.1.1 Posledice delovanja kvasovk kvara 
Kvar je posledica rasti kvasovk v živilu in se pojavi, ko koncentracija kvasovk doseže 
vrednosti od 5 do 6 log CFU/g (Hernández in sod., 2018). Sestavine živil kvasovke uporabijo 
kot rastne substrate in jih presnovijo v različne metabolne produkte, ki spremenijo 
senzorične, kemijske in fizikalne značilnosti živila. Te se kažejo kot motnost, tvorba plina 
in posledično napihovanje, tvorba sluzi, razbarvanje, neželeni priokusi in vonji (Fleet, 2011; 
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2.2.2.1.2 Pomembne vrste 
Kvasovke se v okolju pojavljajo ubikvitarno, zato je kontaminacija živil mogoča v katerem 
koli koraku procesne verige. Poznanih je okrog 1000 vrst kvasovk, od katerih jih približno 
10 %  predstavlja kvasovke kvara. Kvasovke, pogosto povezane s kvarom živil, so navedene 
v preglednici 2.  
 
2.2.2.1.3 Dejavniki, ki vplivajo na rast kvasovk  
Na rast in preživetje kvasovk vplivajo različni okoljski dejavniki, kot so temperatura, pH, 
vodna aktivnost, dodatek kemijskih konzervansov, fizikalni matriks, fiziološki status celice 
in zmožnost prilagoditve (Fleet, 2011). Splošno rastejo kvasovke dobro v živilih z visoko 
koncentracijo sladkorja in visoko kislostjo, ki ne predstavljajo ugodnih pogojev za rast 
bakterij in plesni (Hernández in sod., 2018).  
 
Večina kvasovk raste v temperaturnem območju med 20 in 30 °C, nekatere lahko nad 40 in 
45 °C ali v območju med 2 in 10 °C, kot na primer kvasovke Saccharomyces in 
Zygosaccharomyces. Temperatura vpliva na stopnjo in omejitev rasti, fiziološke in 
biokemijske značilnosti, kot so etanolna toleranca, rast v prisotnosti visokih koncentracij 
sladkorja in soli, odpornost na konzervanse in proizvajanje stranskih produktov, ki 
povzročajo kvar (Fleet, 2011).    
 
Večina kvasovk raste v območju vodne aktivnosti aw od 0,90 do 0,95. Osmotolerantne in 
osmofilne vrste ter kserotolerantne in halotolerantne kvasovke lahko rastejo tudi pri 
vrednostih aw 0,65-0,85, odvisno od koncentracije in vrste topljenca. Rast je značilna v 
območju vrednosti pH  4,5-7,0, nekatere vrste so zmožne rasti tudi pri vrednostih pH 2,0-
2,5. Vrsta Debaryomyces hansenii tolerira sol, nekateri sevi preživijo tudi 20-24 % 
koncentracijo (w/v) NaCl. V primerjavi z bakterijami in plesnimi tolerirajo nižjo vodno 
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Preglednica 2: Kvasovke, ki so povezane s kvarom živil in pijač (Fleet, 2011; Gong in sod., 2017; Hernández 
in sod., 2018). 
Kvasovka Značilnosti kvasovke Značilnosti kvara Živilo 
Debaryomyces 
hansenii  
Tolerantna za visoko 
koncentracijo soli 
Tvorba biofilma na 
površini, neželeni 
priokusi 
Slani mesni izdelki, siri, 




Počasna rast, tolerira etanol in 
CO2 
Motnost, ocetni cik, 
vonj po miševini in 
fenolih 




Tolerira kislo okolje Fermentativni kvar Sveže in procesirano 




pektinolitična in proteolitična 









Tolerira kislo in slano okolje Etil acetat Mlečni izdelki, sadje, 
pekarski izdelki 
Pichia kudriavzevii  Tolerira kislo okolje, odporna 
na konzervanse  
Fermentativni kvar, 
tvorba biofilmov na 
površini 





Oksidativne, tolerira alkohol, 





















Srednje odporna na 
konzervanse, sol in ocetno 
kislino 
Fermentativni kvar Sadni sokovi, gazirane 
pijače, majoneza, 




Tolerira visoko koncentracijo 
sladkorjev, etanola in 
konzervanse 








Oksidativna, proteolitična in 
lipolitična aktivnost, srednje 
odporna na nizek pH, visoke 




Mesni in mlečni izdelki 
Zygosaccharomy-
ces bailii 
Odporna na konzervanse, kislo 
okolje in etanol 
Fermentativni kvar Sadni sokovi, 
koncentrati, sirupi, 
omake, alkoholne pijače 
Zygosaccharomy-
ces rouxii 
Tolerira visoko koncentracijo 
sladkorjev in soli, odporna na 
konzervanse 
Fermentativni kvar Sadni koncentrati, 
sladkorni sirupi, med, 
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2.2.2.1.4 Kinetika rasti kvasovk kvara 
Rast kvasovk delimo na več stopenj. V začetni stopnji rasti, lag fazi, so kvasne celice 
biokemijsko aktivne, njihovo število je relativno konstantno. V stopnji pospešene rasti  
celice aktivno presnavljajo in se vse hitreje delijo, dokler v eksponenti fazi ne dosežejo 
najhitrejše stopnje rasti oz. najkrajšega podvojitvenega oz. generacijskega časa. Ta faza je 
odvisna od organizma, rastnega medija in temperature, ki vplivajo na generacijski čas kvasne 
kulture. V stacionarni fazi se metabolizem upočasni in celice se prenehajo deliti (Jeršek, 
2017). 
 
2.2.3 Koliformni mikroorganizmi 
Koliformne bakterije predstavljajo indikator higienskih razmer proizvodnega procesa 
(Arruda in sod., 2017). Iz vzorcev svežega in sušenega cvetnega prahu, shranjenega eno leto 
v vakuumu, je Dinkov (2017) izoliral bakterije iz družine Enterobacteriaceae, 
Pseudomonadaceae, Staphylococcaceae, Bacillaceae in Micrococcaceae. V svežih vzorcih 
je identificiral vrste Bacillus pumilis, Bacillus subtilis, E. coli, Proteus mirabilis, Serratia 
liwuefaciens/grimesii, Staphylococcus hominis in Pantoea agglomerans, v suhih pa vrste 
Pantoea agglomerans, Citrobacter freundii, Serratia odorifera, Staphylococcus hominis, 
Staphylococcus epidermis in Bacillus pumilis. Nedavna študija Syromyatnikov in sod. 
(2018) poroča o prisotnosti Enterobacteriaceae na svežih vzorcih cvetnega prahu. Pojav 
patogenih mikroorganizmov v sušenih vzorcih nakazuje na možno kontaminacijo med 
procesom pridobivanja cvetnega prahu v čebelnjaku in med njegovim sušenjem (Dinkov, 
2017). Arruda in sod. (2017) so preiskovali vzorce dehidriranega cvetnega prahu štirih regij 
na Portugalskem, iz katerih so uspešno izolirali bakteriji E. coli in Staphylococcus aureus. 
V nižjih koncentracijah so obe vrsti potrdili tudi Hani in sod. (2012) in De-Melo in sod. 
(2015). Med sušenimi, liofiliziranimi in zamrznjenimi vzorci cvetnega prahu so Fatrcová-
Šramková in sod. (2010) najvišje število določili v liofiliziranih vzorcih (< 3,74 log CFU/g) 
in E. coli (< 3,71 log CFU/g).  
 
2.2.4 Mlečnokislinske bakterije 
Mlečnokislinske bakterije so pomembne pri mlečnokislinski fermentaciji cvetnega prahu, 
njihovi metabolni produkti (organske kisline, diacetil, acetoin, acetaldehid in bakteriocini) 
pa zavirajo patogene mikroorganizme in mikroorganizme, ki tvorijo toksine (Kieliszek in 
sod., 2018). Številne spadajo v rod Lactobacillus, sposobne pa so tudi zaviranja rasti zdravju 
škodljivih vrst Clostridium difficile, Staphylococcus aureus, L. monocytogenes, nekaterih 
sevov gramnegativnih bakterij kot so E. coli, C. jejuni, Salmonella, Shigella, Vibrio, 
Klebsiella in kvasovk Candida albicans (Vásquez in Olofsson, 2009; DeGrandi-Hoffman in 
sod., 2013; Belhadj in sod., 2014; Asama in sod., 2015). Mathialagan in sod. (2018) so 
uspešno izolirali mlečnokislinske bakterije iz rodov Lactobacillus, Enterococcus, 
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Lactococcus, Leuconostoc in Micrococcus. Nedavno so Mauriello in sod. (2017) in 
Syromyatnikov in sod. (2018) potrdili, da večino mikrobne populacije svežega cvetnega 
prahu predstavljajo bakterije družine Lactobacillus in Lactococcus. To so potrdili tudi 
Corby-Harris in sod. (2014) in Anderson in sod. (2014). Slednji so z genetskim pristopom 
določili večinsko kontaminacijo Lactobacillus kunkeei, ki spada med nedavno odkrito 
skupino fruktofilnih mlečnokislinskih bakterij. Bakterije te skupine so optimalno prilagojene 
na visoko vsebnost fruktoze, ki je značilna za cvetni prah (Filannino in sod., 2019). 
Mlečnokislinske bakterije so našli tudi v prebavnem traktu čebel Apis mellifera, nektarju, 
matičnem mlečku in fermentiranem cvetnem prahu (Vásquez in Olofsson, 2009; Olofsson 
in Vásquez, 2018).  
 
2.3 PROTIMIKROBNA  AKTIVNOST 
Številne študije poročajo o različni protimikrobni aktivnosti cvetnega prahu. Ta naj bi bila 
povezana z njegovim geografskim in botaničnim izvorom, ki vpliva na njegovo fitokemijsko 
sestavo (Broadhurts, 1999; Balch, 2002; Almaraz-Abarca in sod., 2004; Carpes in sod., 
2007; Freire in sod., 2012). Fenolne spojine ugodno vplivajo na človeško zdravje, saj 
zmanjšujejo oksidativni stres, inhibirajo makromolekularno oksidacijo in s tem znižujejo 
tveganje za pojav degenerativnih bolezni (Pulido in sod., 2000; Silva in sod., 2004). Glede 
na raznolikost cvetnega prahu se v njem nahaja več kot 250 biološko aktivnih spojin 
(Campos in sod., 2008; Campos in sod., 2010; Rzepecka-Stojko in sod., 2015). 
Protimikrobni učinek cvetnega prahu pripisujejo fenolnim spojinam, ki jih najdemo v 
cvetnem prahu (Baltrušaitytė in sod., 2007; Carpes in sod., 2007; Campos in sod., 2008; 
Erkmen in Özcan, 2008; Khider in sod., 2013; Margaoan in sod., 2015; Rzepecka-Stojko in 
sod., 2015). Nekatere študije navajajo, da je za protimikrobno aktivnost odgovoren encim 
glukoza-oksidaza, ki ga preko ustnih žlez v cvetni prah ob formiranju zrnc izločajo čebele 
(Campos in sod., 2008; Denisow in Denisow-Pietrzyk, 2016).  
 
Večina študij preučevanja protimikrobne aktivnosti cvetnega prahu je bila narejena z 
uporabo kemijsko ekstrahiranega cvetnega prahu (uporaba etanola ali metanola) in testirana 
in vitro (Baltrušaitytė in sod., 2007; Campos in sod., 2008; Erkmen in Özcan, 2008; 
Rzepecka-Stojko in sod., 2015; De-Melo in sod., 2018, Spulber in sod., 2018). Študije so 
pokazale aktivnost metanolnih in etanolnih ekstraktov cvetnega prahu proti gram+ in gram- 
bakterijam ter patogenim glivam, kot so Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, 
Pseudomonas aeruginosa, E. coli, L. monocytogeness, Salmonella enteritidis, Enterococcus 
faecalis, Candida albicans in Aspergillus fumigatus (Tichy in Novak, 2000; Abouda in sod., 
2011; Koc in sod., 2011; Kačániová in sod., 2012; Khider in sod., 2013; Kačániová in sod., 
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V študiji Spulber in sod. (2018) so ekstrakti  cvetnega prahu pokazali boljšo aktivnost proti 
gram+ bakterijam kot proti gram- bakterijam, med katerimi se je proti izvlečku cvetnega 
prahu oljne repice kot najbolj občutljiva izkazala bakterija Staphylococcus aureus. Spulber 
in sod. (2018) pripisujejo različno protimikrobno aktivnost proti različnim patogenom 
botaničnem izvoru cvetnega prahu. Največjo protimikrobno aktivnost metanolnih in 
etanolnih izvlečkov je proti vrsti  S. aureus pokazal metanolni izvleček 15 % cvetnega prahu 
Margaoan in sod. (2015). Tako kot Carpes in sod. (2007) tudi Margaoan in sod. (2015) 
ugotavljajo, da je protimikrobna aktivnost odvisna od narave fenolnih spojin v ekstraktih 
cvetnega prahu, in ne od njihove koncentracije. Tudi Mohdaly in sod. (2015) poročajo o 
večji občutljivosti gram+ bakterij, vrednosti MIK so za L. monocytogenes 0,30 mg/mL in 
0,20 mg/mL, za S. aureus pa 0,78 in 0,3 mg/mL. Prav tako so Morais in sod. (2011) in 
Borycka in sod. (2016) pokazali večjo protimikrobno aktivnost metanolnih in etanolnih 
izvlečkov cvetnega prahu proti vrstam B. cereus, S. aureus in S. saprophyticus, z največjo 
občutljivostjo bakterije S. aureus in B. cereus.   
 
Fatrcová-Šramková in sod. (2013) so ugotovili, da imajo 70 % metanolni izvlečki cvetnega 
prahu maka in oljne repice dobro protimikrobno aktivnost proti vrstam S. enterica in E. coli 
(3 ± 1 mm in 2 ± 1 mm). Podobne rezultate so dokazali tudi Kačániová in sod. (2012), ki so 
za S. enterica izmerili 2,17 ± 0,76 mm in za E. coli 1,83 ± 0,29 mm cone inhibicije. Največjo 
občutljivost  E. coli poročajo Hleba in sod. (2013) in Khider in sod. (2013), slednji so z 
metodo disk difuzije največjo protimikrobno aktivnost metanolnih izvlečkov sušenega 
cvetnega prahu koruze določili MIK vrednost 320 µg/mL. Nasprotno poročajo Graikou in 
sod. (2011) o največji rezistenci bakterije E. coli.  
 
V študiji maroškega cvetnega prahu so izvlečki 80 % in 90 % etanolne raztopine cvetnega 
prahu inhibirali rast vrste Pseudomonas aeruginosa, izvlečki 50, 60, 70 in 80 % etanolne 
raztopine cvetnega prahu pa so inhibirali rast vrste S. aureus (Abouda in sod., 2011).  
 
Študija turškega cvetnega prahu in njegove protimikrobne aktivnost je pokazala inhibitorni 
učinek proti 13 patogenim bakterijskim vrstam (Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium 
vitis, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Erwinia amylovora, Erwinia 
carotovora pv. carotovora, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas savastanoi pv. 
savastanoi, Pseudomonas syringae pv. phaseolicola, Pseudomonas syringae pv. syringae, 
Pseudomonas syringae pv. tomato, Ralstonia solanacearum, Xanthomonas campestris pv. 
campestris in Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (Basim in sod., 2006). 
 
Avsar in sod. (2016) so z metodo z diski pokazali visoko protimikrobno aktivnost proti 
bakterijam M. luteus, proti meticilinu odporni bakteriji S. aureus (MRSA) in S. aureus. 
Gram- so se izkazale za bolj rezistentne kot gram+ bakterije in kvasovke. Večjo občutljivost 
je posledica razlik v strukturi celične stene, saj imajo gram- bakterije v zunanji membrani 
16 
 
Podržaj L. Mikrobiološka obstojnost ... cvetnega prahu osmukanca ... pri različnih načinih shranjevanja. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
celične stene lipopolisaharidno plast, ki predstavlja oviro za permeabilnost različnih 
fitokemikalij (Avsar in sod., 2016). 
  
V nasprotju z zgoraj omenjenimi starejšimi študijami Özcan in sod. (2004) ter Erkmen in 
Özcan (2008) poročata, da cvetni prah ne vpliva na rast izbranih mikroorganizmov. 
Protimikrobna aktivnost izvlečkov cvetnega prahu ni pokazala aktivnosti proti bakterijam 
(B. cereus, B. subtilis, E. coli, S. typhimurium, S. aureus, Yersinia enterocolitica, 
Enterococcus faecalis in L. monocytogenes), kvasovkam (S. cerevisiae in Candida rugosa) 
in plesnim (Aspergillus niger in Rhizopis oryzae) (Özcan in sod., 2004;  Erkmen in Özcan, 
2008).  
 
Nekatere študije so uspele identificirati posamezne komponente, odgovorne za 
protimikrobno aktivnost: kaemferol 2-O-ramnozid, kvercetin 3-O-glukozid, izoramnetin 3-
O-xylosyl (1-6) glukozid in 7-O-metilherbacetin3-O-xylosyl-8-O-galaktozid (Loizzo in 
sod., 2004; Campos in sod., 2008; Campos in sod., 2010). Polifenolna aktivnost cvetnega 
prahu zmoti bakterijski metabolizem in sposobnost preživetja z različnimi mehanizmi, kot 
so sestavljanje kompleksov z bakterijsko celično steno z zunanjimi adhezini in polipeptidi, 
in/ali membranskimi encimi v celici, kar vodi v motnje integritete celične stene, blokiranje 
ionskih kanalov in inhibicijo prenosa elektronov po elektronski transportni verigi, ki je 
odgovorna za ATP sintezo (Cushnie in Lamb, 2005; Grajek in sod., 2005; Nakamura in sod., 
2015; Denisow in Denisow-Pietrzyk, 2016). Zgornjo domnevo zanikajo De-Melo in sod. 
(2018), saj njihovi rezultati ne kažejo na povezavo med protimikrobno učinkovitostjo in 
skupno vsebnostjo fenolov. 
 
Razlike v rezultatih lahko pripišemo uporabi nižjih koncentracij izvlečkov cvetnega prahu, 
razlikam v geografskem in botaničnem izvoru cvetnega prahu ter uporabi različnih vrst topil 
(Brown in sod., 2016).  
 
2.3.1 Opis mikroorganizmov 
2.3.1.1 Listeria monocytogenes 
L. monocytogenes je grampozitivna baterija, srednje velike paličaste oblike premera 0,5 µm 
in dolžine 0,5-0,2 µm. Je fakultativni anaerob in lahko raste pri temperaturi od -1,5 do 4,5°C, 
njen temperaturni optimum pa je med 30 in 37 °C. Lahko raste v širokem območju pH 
vrednosti (od 4,3 do 9,6). V optimalnih pogojih pH in temperature je minimalna vodna 
aktivnost 0,90 (Magalhaes in sod., 2014). 
 
L. monocytogenes najdemo v prsti, razpadajoči vegetaciji, tekoči vodi, kanalizaciji in v 
človeških in živalskih iztrebkih. Najpogosteje jo najdemo v živilih živalskega izvora, ki so 
bila primarno kontaminirana: surovo mleko, nepasterizirani sveži in mehki siri, svinjina, 
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govedina, perutnina, različni mesni izdelki (paštete) in pripravljene gotove jedi (Magalhaes 
in sod., 2014). 
 
2.3.1.2 Escherichia coli 
E. coli je gramnegativna, fakultativno anaerobna, kemo-organotrofna, nesporogena  
paličasta bakterija in spada v družino Enterobacteriaceae. Je komenzalni organizem in 
sestavlja normalno mikrobioto človeškega in živalskega črevesja. Sevi E. coli so klasificirani 
na osnovi O-antigena v lipopolisaharidu na zunanji ovojnici celice, flagelarnega H-antigena 
in kapsularnega K-antigena. Kombinacija O- in H-antigena definira E. coli serotip. Večina 
serotipov E. coli je neškodljivih, nekateri pa zaradi virulenčnih genov lahko povzročijo 
različne bolezni (Smith in Fratamico, 2017). 
 
2.3.1.3 Campylobacter jejuni 
C. jejuni je gramnegativna spiralna, paličasta bakterija, ki raste v mikroaerobnih pogojih. 
Njen temperaturni optimum je 42 °C. Rezervoar C. jejuni je normalna mikrobiota 
gastrointestinalnega trakta udomačenih živali, predvsem ptic (perutnine), pa tudi goveda, 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 SHEMA POTEKA DELA 
  
Slika 1: Shema poteka dela. 
 
3.2 MATERIAL  
Sveži cvetni prah osmukanec smo dobili iz Čebelarske zveze Slovenije v obdobju od maja 
do septembra 2018 iz treh okolišev Slovenije: Zasavski, Gorenjski in Osrednjeslovenski. 
Vzorce cvetnega prahu osmukanca smo dobili sveže in jim po prevzetju takoj določili 
mikrobiološko sliko. Nato smo sveže vzorce shranjevali pri različnih temperaturah in izbrane 
vzorce sušili pri različnih režimih sušenja (kombinacije temperature in časa sušenja) v 
električni peči z vročim zrakom, da bi dokazali, da različni načini obdelave in/ali 
shranjevanja cvetnega prahu osmukanca spreminjajo njegovo mikrobiološko sliko in 
vplivajo na njegovo obstojnost. 
 
Sveži cvetni prah osmukanec so shranjevali v prostorih ČZS v hladilniku pri temperaturi 4-
7 °C. Shranjevali so ga tri mesece, mikrobiološko analizo pa smo izvedli pred začetkom 
shranjevanja, po 2 tednih, 1 mesecu in 3 mesecih shranjevanja. Preverjali smo prisotnost 
plesni, kvasovk, mezofilnih aerobnih mikroorganizmov in koliformnih bakterij, da bi 
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Sveži cvetni prah osmukanec so sušili v prostorih ČZS v sušilni komori ČZS. Sušenje je 
potekalo pri treh različnih temperaturah do 72 h oz. dokler se zrnca med seboj niso več 
sprijemala, saj se v praksi sušenje takrat preneha. Pri 30 °C in 35 °C so cvetni prah 
osmukanec sušili 72 h. Pri 40 °C so sušili le 24 h, saj je cvetni prah osmukanec postal po 
tem času dovolj suh in zrnca zelo trda. Vzorce, sušene pri 30 °C in 35 °C, smo vzorčili med 
sušenjem, torej po 24 h, 48 h in 72 h sušenja, vzorec, sušen pri 40 °C, pa le po 24 h, saj smo 
ga sušili le toliko časa. Vsem sušenim vzorcem smo določili skupno število mezofilnih 
aerobnih mikroorganizmov, koliformnih bakterij, plesni in kvasovk.  
 
Da bi ugotovili, kako različni načini obdelave in shranjevanja spreminjajo mikrobiološko 
sliko in vplivajo na obstojnost cvetnega prahu osmukanca, smo sušene vzorce shranjevali 
pri 16 °C v temi v prostorih ČZS. Vzorce, sušene pri 30 °C 72 h, 35 °C 72 h in pri 40 °C 24 
h, smo shranjevali 1 leto. Analizo istih mikrobioloških kazalnikov kakovosti smo izvedli 24 
h po sušenju, po 5 mesecih in po 1 letu.  
 
Vzorce več regij smo združili in tako dobili en mešani vzorec, katerega smo razdelili na 3 
dele. Spremljali smo, kaj se zgodi, ko te vzorce shranjujemo na sobni temperaturi v temi. 
Shranjevali smo jih tako dolgo, da so postale senzorične spremembe zelo očitne (temnejši 
cvetni prah, lepljiv,...). Mikrobiološko analizo smo naredili vsak teden in jo izvajali 5 tednov. 
Vsem vzorcem smo določili skupno število mezofilnih aerobnih mikroorganizmov, 
koliformnih bakterij, plesni in kvasovk. Na ta način smo želeli identificirati in karakterizirati 
glavne mikrobiološke povzročitelje kvarjenja cvetnega prahu osmukanca tekom 
shranjevanja pri sobni temperaturi. 
 
Med izvedbo poskusov, ki so potekali v letu 2018,  smo uporabljali različne aparate, 
laboratorijski material in raztopine, ki jih najdemo v Laboratoriju za živilsko mikrobiologijo, 
Katedre za biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost živil, Oddelka za živilstvo Biotehniške 
fakultete, Univerze v Ljubljani. 
 
Vsi aparati, materiali in raztopine, ki smo jih uporabljali pri eksperimentalnem delu, so 
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Preglednica 3: Naprave in njihovi proizvajalci. 
Aparat Proizvajalec 
Analitska tehtnica Mittlero toledo, Švica 
GMBH, Nemčija 
Aparatura PCR Applied Biosystems, ZDA 
Avtoklav Sutjeska, Srbija 
Kambič, Sovenija 
Centrifuga Eppendorf, Nemčija 
Čitalec mikrotitrskih ploščic Thermo Scientific™ Varioskan™ LUX multimode, ZDA 
Elektroforeza BioRad, ZDA 
Gnetilnik Seward, Stomacher 40, tip BA 7021, Anglija 
Hladilnik Zanussi, Japonska; Gorenje, Slovenija 
Inkubator Kambič, Slovenija 
Komora za PCR Heto-Holten, Nemčija 
Laminarij Thermo Scientific, ZDA 
Mikrovalovna pečica Sanyo, Japonska 
pH meter WTW, Avstrija 
Plinski gorilnik USBECK, Nemčija 
Spektrofotometer Thermo Scientific, ZDA 
Stresalnik mikrotirskih ploščic Eppendorf, Nemčija 
Tehtnica Mettler toled, Švica 
Vodna kopel HAAKE, Nemčija 
Vrtinčno mešalo IKA, Belgija 
Zamrzovalna omara -80 °C Heto Ultra Freeze, Kanada 
Zamrzovalnik -18 °C LHT, Slovenija 
 
Preglednica 4: Laboratorijski pribor in njihovi proizvajaleci. 
Laboratorijski pribor Proizvajalec 
Anaerobni lonci Oxoid Ago 25 A, Anglija 
Brisi L&R, Nemčija 
Cepilne zanke Labortehnika Golias, Slovenija 
Filtri 0,2 µm Sartoriu, Nemčija 
Kivete STARSTEDT, Nemčija 
Laboratorijske steklenice Duran, Nemčija 
Merilni valji Plastibrand, Nemčija 
Mikrocentrifugirke Eppendorf, Nemčija 
Mikrotitrske plošče Sigma Aldrich, Nemčija 
Nastavki za pipete Eppendorf, Nemčija,Gilson, ZDA 
Parafilm Pechiney Plastic Packaging Company, ZDA 
Petrijeve plošče Labortehnika Golias, Slovenija 
Pipete Eppendorf, Nemčija, Gilson, ZDA 
Plinska steklenica z mešanico plinov Istragas, Slovenija 
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Preglednica 5: Reagenti in raztopine ter njihovi proizvajalci. 
Reagenti in raztopine Proizvajalec 
Absolutni etanol Merck, Nemčija 
Agaroza Oxoid, Velika Britanija 
Barvilo Syber safe Oxoid, Velika Britanija 
Dimetilsulfoksid (DMSO) Merck, Nemčija 
DNA lestvica Thermo Fisher, ZDA 
dNTP Promega, ZDA 
Iodonitriltetrazolium klorid (INT) Sigma-Aldrich, ZDA 
Kloramfenikol Sigma-Aldrich, ZDA 
MgCl2 Promega, ZDA 
Nanašalno barvilo (DNA loading dye) Thermo Fisher, ZDA 
PCR pufer Promega, ZDA 
Polimeraza GoTaq Promega Corporation, ZDA 
Primer ITS1 in ITS4 MWG, Nemčija 
Resazurin Sigma Aldrich, Nemčija 
 
3.2.1 Gojišča 
Vsa gojišča smo pripravili po navodilih proizvajalca. Tekoča gojišča smo hranili v 
steklenicah, trdna pa smo razlili v petrijevke. Ohlajena gojišča smo do uporabe hranili v 
hladilniku pri 4 °C. Seznam vseh gojišč in njihovih proizvajalcev je v preglednici 6. 
 
Vsa gojišča smo avtoklavirali 15 min pri 121 °C in tlaku 1,1 bar. Selektivne dodatke smo 
dodali v gojišča, ohlajena do 50 °C.  
 
Gojišču DRBC smo dodali antibiotik kloramfenikol v koncentraciji 100 mg/l, ker zavira rast 
bakterij.  
 
Preglednica 6: Mikrobiološka gojišča in dodatki ter njihovi proizvajalci.  
Gojišča in dodatki Proizvajalec 
DRBC Oxoid LTD, Velika Britanija 
Karmali Oxoid LTD, Velika Britanija 
MRS Merck, Nemčija 
Mueller Hinton agar (MHA) Oxoid LTD, Velika Britanija 
Mueller Hinton bujon (MHB) Oxoid LTD, Velika Britanija 
PBS Oxoid LTD, Velika Britanija 
PCA Oxoid LTD, Velika Britanija 
TSB Oxoid LTD, Velika Britanija 
VRBL Merck, Nemčija 
YPD Sigma Adrich, USA 
22 
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3.3 METODE 
3.3.1 Določanje mikrobiološke slike 
3.3.1.1 Priprava matične raztopine cvetnega prahu osmukanca in redčitev 
V gnetilno vrečko smo aseptično zatehtali 10 g vzorca cvetnega prahu osmukanca in dodali 
90 mL fiziološke raztopine. Tako smo dobili redčitev 10-1. Tako pripravljen vzorec smo 
homogenizirali v homogenizatorju 1 minuto.   
 
3.3.1.2 Določanje števila posameznih skupin mikroorganizmov 
Da bi določili skupno število izbranih mikroorganizmov, smo iz matične raztopine pripravili 
ustrezne redčitve, ki smo jih po 100 µL razmazovali ali po 1 mL prelili v petrijeve plošče in 
jim dodali izbrano gojišče. Določali smo skupno število mezofilnih aerobnih 
mikroorganizmov na gojišču PCA (Plate Count Agar), število koliformnih bakterij na 
gojišču VRBL (Violet Red Bile Lactose Agar) ter število plesni in kvasovk na gojišču DRBC 
(Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar). Plošče smo inkubirali v ustreznih pogojih, 
prikazanih v preglednici 6. 
 
Preglednica 7: Pogoji inkubacije gojišč za določanje števila posameznih skupin mikroorganizmov. 
Skupina mikroorganizmov  Gojišče Pogoji inkubacije 
Mezofilni aerobni 
mikroorganizmi 
PCA (Plate Count Agar) Aerobno, 25 °C, 24 h 
Koliformne bakterije VRBL (Violet Red Bile Lactose Agar) Aerobno, 30 °C, 72 h  
Plesni in kvasovke DRBC (Dichloran Rose Bengal 
Chloramphenicol Agar) 
Aerobno, 37 °C, 24 h  
 
Po končani inkubaciji smo prešteli zrasle kolonije. Upoštevali smo plošče s 30 do 300 kolonij 
in izračunali število mikroorganizmov po naslednji formuli: 
 
𝑁 =  
∑ 𝑐
(𝑛1+0,1 ∗ 𝑛2)∗𝑅
       …(1) 
Legenda: 
∑ 𝑐 …število preštetih kolonij, zraslih na vseh števnih ploščah 
𝑛1…število števnih plošč prve redčitve 
𝑛2…število števnih plošč druge redčitve 
R…redčitveni faktor 
 
3.3.1.3 Izolacija kvasovk 
Iz svežih vzorcev in vzorcev, shranjenih po 1, 3 in 5 tednih pri sobni temperaturi, smo 
izolirali najbolj zastopane kolonije kvasovk, ki smo jih lahko glede na izgled kolonij ločili 
med seboj. Tri primerke posameznega fenotipa smo precepili na gojišče DRBC do čiste 
kulture in shranili v raztopini za shranjevanje kvasovk pri -80 °C. Raztopino smo pripravili 
23 
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iz 10 g glicerola, 1 g NaCl, 0,5 g Tween reagenta in 100 mL destilirane vode. Za 
revitalizacijo smo odvzeli cepilno zanko zamrznjene kulture in nacepili na gojišče DRBC. 
Nacepljene plošče smo inkubirali 24 h pri 30 °C. Nato smo posamezne kolonije precepili na 
gojišče DRBC in ponovno inkubirali 24 h pri 30 °C.  
 
3.3.1.3.1 Izolacija DNA kvasovk (s setom MasterPure) 
Za izolacijo DNA kvasovk smo uporabili komplet MasterPure. V 1,5 mL mikrocentrifugirko 
smo dodali 100 µL raztopine za lizo celic »Yeast Cell Lysis Solution«, 0,36 µL RNazeA (v 
50 % glicerolu, vsebuje 25 mM natrijevega acetata (pH 4,5), kvasno kulturo (cca 105 celic) 
in celice dobro premešali na vrtinčniku. Celice smo najprej 15 min inkubirali pri 65 °C, nato 
pa 5 min na ledu. Nato smo celicam dodali 50 µL reagenta za precipitacijo proteinov in 
premešali z vrtinčnikom 10 s. Raztopino smo centrifugirali pri 10.000 obr/min. Supernatant 
smo prenesli v novo epico, dodali 200 µL izopropanola in premešali z obračanjem. 
Centrifugirali smo pri 10.000 obr/min, 10 min. S pipeto smo odstranili supernatant in ga 
zavrgli. Pelet smo sprali z 200 µL 70 % etanola. Centrifugirali smo s hitrostjo 10.000 
obr/min, 3 min, nato pa etanol popolnoma odstranili. DNA smo resuspendirali v 30 µL PCR 
vode.  
 
3.3.1.3.2 Verižna reakcija s polimerazo 
Verižno reakcijo s polimerazo (PCR) smo uporabili za pomnoževanje ITS regij, ki sta 
variabilni in omogočata razlikovanje med posameznimi vrstami (Khodadadi in sod., 2017). 
V reakciji smo uporabili dva začetnika ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) in ITS4 
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) (Čadež in sod., 2002). Sestava reakcijske mešanice je 
prikazana v preglednici 8, pogoji reakcije pa na sliki (Slika 2). 
 
Preglednica 8: Sestava reakcijske mešanice reakcije PCR. 
Reagent Proizvajalec Založna 
koncentracija 
Za vzorec [µL] Končna 
koncentracija 
PCR pufer Promega, ZDA 5 x 10,0 1,0 x 
MgCl2 Promega, ZDA 25 mM 4,0 2,0 mM 
dNTP Sigma, ZDA 2,5 mM 4,0 0,2 uM 
Začetnik ITS1 MWG, Nemčija 10 uM 2,5 0,5 uM 
Začetnik ITS4 MWG, Nemčija 10 uM 2,5 0,5 uM 
Bidestilirana 
voda 
  24,9  
Taq polimeraza Promega, ZDA  0,1 0,5 U 
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95 °C 95 °C        
4 min 30 s 30 s    72 °C 72 °C   
     1 min 7 min   
   55 °C      
   30 s      
         
        4 °C 
         
1 × 35 × 1 × ∞ 
Slika 2: Pogoji reakcije PCR za pomnoževanje izolirane DNA.   
 
3.3.1.3.3 Agarozna gelska elektroforeza 
Za preverjanje uspešnosti reakcije PCR smo pri pomnoževanju fragmenta DNA uporabili 
agarozno gelsko elektroforezo. Pripravili smo 1,5 % gel v 0,5x TAE pufru z dodatkom 
barvila SYBR Safe (Invitrogen). V prvo luknjico smo nanesli 4 µL lestvice DNA (DNA 
Ladder, Thermo Scentific), v ostale luknjice pa smo nanašali mešanico, pripravljeno iz  
pomnožkov DNA, nastalih v reakciji PCR in nanašalnega barvila (Thermo Scientific) v 
razmerju 6:1. Velikost pomnožkov PCR smo primerjali z velikostnim standardom DNA, ki 
vsebuje delce DNA velikosti 100, 200, … 8000, 10000 baznih parov. Elektroforeza je 
potekala 60 min pri 120 V. Po končani elektroforezi smo DNA na agaroznem gelu pregledali 
pod svetlobo UV v transiluminatorju Gel Doc 1000 in jih dokumentirali s programom 
Molecular Analyst 1.5. Agarozni gel pod UV svetlobo in pomnožki PCR so prikazani na 
sliki (Slika 3).  
 
 
Slika 3: Velikost pomnožkov PCR. Posamezni sevi (K-1.12a, K-1.12b, K-1.13a) in lestvica DNA (L) so 
označeni.  
 
3.3.1.3.4 Restrikcija regije ITS 
Da bi preverili, ali so vsi izolirani tipi enakega fenotipa enaki, smo izvedli analizo z 
restrikcijskimi encimi. Pomnožke regije ITS smo rezali z dvema restrikcijskima encimoma: 
HinfI in HhaI. Restrikcijska mešanica je bila sestavljena iz 4 µL pomnožka PCR, 1 µL 
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inkubirali na 37 °C  tri ure, potem pa smo restrikcijske produkte preverili na agaroznem gelu. 
Po končani elektroforezi smo gel slikali v UV-transluminatorju Gel Doc 1000 in  
dokumentirali s programom Molecular Analyst 1.5. Določili smo velikost fragmetov glede 
na lestvico DNA.  
 
3.3.1.4 Identifikacija kvasovk 
Identifikacija kvasovk z analizo sekvenc ITS 
Izbrane produkte reakcije PCR smo encimsko očistili s komercialnim kompletom ExoSap. 
Reakcijsko mešanico 12 µL PCR produkta, 1,2 µL eksonukleaze I in 2,4 µL SAP (Shrimp 
Alkaline Phosphatase) smo inkubirali 15 min pri 37 °C in nato 15 min pri 85 °C. Nato smo 
v 1,5 mL epico zmešali 5 µL mešanice očiščenega PCR produkta in mu dodali 5 µL 
začetnika ITS1 oz. ITS4 ter poslali na sekvenciranje v podjetje Macrogen Inc. (Seul, Južna 
Koreja), kjer so po našem naročilu izvedli sekvenciranje. 
 
3.3.1.5 Analiza rezultatov sekvenciranja 
Rezultate sekvenciranja smo prejeli v računalniških formatih. Za analizo dobljenih 
rezultatov smo uporabili algoritem BLAST na spletnem strežniku NCBI (National Center 
for Biotechnology Information, ZDA) (BLAST, 2019). 
 
3.3.1.6 Rast v prisotnosti cvetnega prahu osmukanca v gojišču 
V 500 mL steklenico smo zatehtali 32 g cvetnega prahu osmukanca, ki smo ga shranjevali 
pri -80 °C, dodali 20 g gojišča YPD in dopolnili do oznake. Tako pripravljeno 8 % raztopino 
cvetnega prahu osmukanca smo postavili v vodno kopel na ultrafiltracijo za 15 minut, nato 
pa avtoklavirali 15 min pri 1,1 bar in 121 °C. Ohlajeno raztopino smo do uporabe shranjevali 
v hladilniku pri 8 °C. Rast kvasovk v raztopni cvetnega prahu osmukanca smo spremljali v 
mikrotitrski ploščici 48 oz. 72 h pri temperaturi 25 °C. 
 
3.3.1.7 Rast v prisotnosti cvetnega prahu osmukanca v bujonu 
V 500 mL steklenico smo smo zatehtali 32 g cvetnega prahu osmukanca, ki smo ga 
shranjevali pri -80 °C, dodali 4 tablete PBS in z destilirano vodo dopolnili do oznake. Tako 
pripravljeno raztopino smo postavili v ultrazvočno vodno kopel za 15 minut, nato pa 
avtoklavirali 15 min pri 1,1 bar in 121 °C. Ohlajeno raztopino smo do uporabe shranjevali v 
hladilniku pri 8 °C. Rast kvasovk v prisotnosti cvetnega prahu osmukanca v bujonu smo 
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3.3.1.8 Rast v prisotnosti etanola 
V 4 mL gojišča YPD, ki smo ga predhodno avtoklavirali 15 min pri 1,1 bar in 121 °C, smo 
odpipetirali 1,01 mL absolutnega etanola in premešali na vrtinčniku. Gojišče smo do uporabe 
shranjevali v hladilniku pri 8 °C. Rast kvasovk v prisotnosti etanola smo spremljali v 
mikrotitrski ploščici 48 oz. 72 h pri temperaturi 25 °C. 
 
3.3.1.9 Merjenje rasti kvasovk 
Rast kvasovk smo spremljali s čitalcem mikrotitrskih plošč, opremljenim s programom 
Thermo Scientific SkanIt™ Software. Rast kulture pri 25 °C smo spremljali 48 oz. 72 h 
vsakih 20 minut z merjenjem optične gostote pri valovni dolžini 600 nm. Rezultate smo nato 
obdelali v programu GrowthRates (Hall, 2018). 
 
Rezultate rasti smo obdelali v programu GrowthRates, ki primerja hitrost rasti in dolžino lag 
faze v različnih gojiščih. Program predhodno izmerjene vrednosti OD pretvori v naravni 
logaritem ln(OD). Mikrobna kultura raste v idealnih pogojih eksponentno in vrednost OD se 
povečuje kot funkcija ln(OD). Hitrost rasti je sprememba števila celic na minuto, ki je 
izračunana kot sprememba vrednosti OD na minuto. Iz petih zaporednih vrednosti z 
začetkom ob času 0 izračuna naklon ln(OD) v odvisnosti od časa. Enak izračun naklonov 
naredi na naslednjih zaporednih vrednostih vse do konca. Med vsemi izračunanimi 
vrednostmi program izbere pet najvišjih vrednosti in glede na njih izriše nov naklon z vsaj 
95 % prilagajanjem ostalim vrednostim, ki se uporabi za določitev končne hitrosti rasti 
izražene v min-1. Program kot končni rezultat poda Pearsonov korelacijski koeficient R, 
dolžino lag faze (min) in hitrost rasti (min-1). Pearsonov korelacijski koeficient R je meritev 
linearne korelacije med dvema spremenljivkam, v našem primeru zanesljivost hitrosti rasti 
s primerjanjem izračunane in optimalne krivulje hitrosti rasti. V kolikor je korelacijski 
koeficient R < 0,995, rezultati niso zanesljivi, kar je lahko posledica slabe tehnike merjenja, 
kontaminacije med titracijo in podobnega. Čas lag faze (lag čas) je izražen v minutah in 
izračunan z ekstrapolacijo linearnega dela ln(OD) v odvisnosti od časa nazaj na začetni OD 
(Hall in sod., 2013). 
 
3.3.2 Določanje protimikrobne aktivnosti izvlečkov cvetnega prahu osmukanca 
Pri preučevanju protimikrobne aktivnosti cvetnega prahu osmukanca smo uporabili seve 
Campylobacter jejuni NCTC 11168, Escherichia coli ATCC 11229 in Listeria 
monocytogenes ATCC 7644 iz zbirke bakterij Laboratorija za živilsko mikrobiologijo, 
Katedre za biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost živil (Biotehniška fakulteta, Univerza 
v Ljubljani). Za določanje protimikrobne učinkovitosti izvlečkov cvetnega prahu osmukanca 
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3.3.2.1 Revitalizacija bakterijskih kultur 
Campylobacter jejuni 
Bakterijsko kulturo smo hranili v mešanici glicerola in gojišča za bakterije Brain Heart Broth 
(BHI) v razmerju 20:80, v zamrzovalniku pri -80 °C. Za revitalizacijo smo odvzeli polno 
cepilno zanko zamrznjene kulture in jo nacepili na selektivno gojišče Karmali. Nacepljene 
plošče smo inkubirali 24 h pri 42 °C v mikroaerofilni atmosferi. Mikroaerofilno atmosfero 
smo dosegli s prepihovanjem anaerobnega lonca z mešanico plinov (85 % N2, 10 % CO2, 5 
% O2). Specifične sive kolonije smo precepili na gojišče Mueller Hinton Agar (MHA) in 
inkubirali v mikroaerofilni atmosferi 24 h pri 42 °C. Tako pripravljeno kulturo smo v 
nadaljevanju uporabili pri izvedbi poskusov. 
 
Listeria monocytogenes in Escherichia coli  
Bakterijske kulture smo hranili v mešanici glicerola in BHI gojišča, v zamrzovalniku pri -80 
°C. Za revitalizacijo smo s cepilno zanko odvzeli zamrznjeno kulturo in jo nacepili na gojišče 
MHA. Nacepljene plošče smo inkubirali aerobno 24 h pri 37 °C. Nato smo specifične 
kolonije precepili na gojišče MHA in ponovno inkubirali 24 h pri 37 °C. 
 
3.3.2.2 Priprava izvlečkov 
Določili smo učinke 24 izvlečkov cvetnega prahu osmukanca iz treh okolišev Slovenije 
(Zasavski, Gorenjski in Osrednjeslovenski). Izvleček je z etanolno ekstrakcijo pripravila 
študentka na Katedri za kemijo in biokemijo živil, Biotehniška fakulteta, Univerza v 
Ljubljani (Angelova, 2018). Ekstrahirali smo sveže vzorce, sveže vzorce, shranjene v 
hladilniku 2 in 4 tedne in sušene vzorce. Izvlečki cvetnega prahu osmukanca so bili pred 
protimikrobnim testiranjem posušeni. 4 mL izvlečka smo posušili v vakuumskem 
evaporatorju HT-4 serije II (GenVac Technologies). Pripravili smo založno raztopino 
izvlečkov v dimetil sulfoksid (DMSO) v koncentraciji do 500  mg/mL, kjer smo 
koncentracijo izrazili kot mg suhega ekstrakta na mL DMSO. Izvlečke smo redčili v gojišču 
Mueller Hinton Broth (MHB) do koncentracije 50 mg/mL. 
 
3.3.2.3 Priprava kulture 
Z gojišča MHA smo z brisom pobrali nekaj kolonij C. jejuni, E. coli in L. monocytogenes in 
jih resuspendirali v tekočem gojišču MHB. Spektrofotometrično smo izmerili optično 
gostoto (OD) in jo umerili na OD600 = 0,1, kar ustreza približno 5*107 CFU/mL. Tako 
pripravljeno kulturo smo 100 krat razredčili v gojišču MHB in uporabili pri določanju 
minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) z metodo mikrodilucije v bujonu. Število celic 
v tekoči kulturi smo ovrednotili s pripravo redčitvene vrste v PBS in z metodo nanašanja 
kapljic na ploščo. Na agarsko ploščo MHA smo iz vsake mikrocentrifugirke nanesli po 3 
kapljice. Plošče smo inkubirali 24 h pri 37 °C bakterije E. coli in L. monocytogenes, pri 42 
28 
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°C v mikroaerofilni atmosferi pa bakterijo C. jejuni. Po inkubaciji smo za vsak vzorec 
posebej s štetjem kolonij določili CFU/mL.  
 
3.3.2.4 Mikrodilucija v bujonu 
Z metodo mikrodilucije v bujonu smo določali protimikrobno aktivnost izvlečkov cvetnega 
prahu osmukanca na testiranih bakterijah. Za vsako bakterijo smo pripravili mikrotitrsko 
ploščico. Na eni mikrotitrski ploščici smo preverjali delovanje 6 različnih izvlečkov 
cvetnega prahu, vključili smo tudi 4 pozitivne kontrole ali gojišče MHB s kulturo izbrane 
bakterije, 6 negativnih kontrol ali gojišče MHB z dodanim izvlečkom in 2 slepa vzorca ali 
čisto gojišče MHB.  
 
V jamice prve vrste mikrotitrske ploščice smo odmerili po 100 µL raztopine izvlečka 
cvetnega prahu. V ostale jamice smo odmerili po 50 µL pripravljenega gojišča MHB. Nato 
smo iz prve vrstice z večkanalno pipeto odmerili 50 µL založne raztopine od najvišje do 
najnižje (od 2,9 mg/mL do 28 mg/mL). Zadnjo vrstico smo namenili kontrolam. MIK smo 
preverjali v dveh ponovitvah in trikrat ponovili. Na sliki je prikazan postopek priprave 
ploščic (Slika 4). 
 
 
Slika 4: Priprava raztopin 6 ekstraktov cvetnega prahu osmukanca v mikrotitrski ploščici za preverjanje 
protimikrobne aktivnosti cvetnega prahu osmukanca. Ploščica vsebuje čisto gojišče MHB (B), gojišče MHB z 
dodanim izvlečkom cvetnega prahu osmukanca ali negativno kontrolo (N-) in gojišče MHB s kulturo izbrane 




Podržaj L. Mikrobiološka obstojnost ... cvetnega prahu osmukanca ... pri različnih načinih shranjevanja. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
Po končani inokulaciji smo tako pripravljene mikrotitrske plošče inkubirali 24 h v ustreznih 
pogojih.  
 
3.3.2.5 Določanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) 
3.3.2.5.1 Priprava raztopine resazurin za zaznavanje živosti celic C. jejuni 
Za pripravo raztopin za zaznavanje živosti celic smo natehtali 0,0028 g resazurina, ki smo 
ga raztopili v 1 mL sterilne destilirane vode in dobro premešali. V raztopino smo dodali 9 
mL gojišča MHB. Celotno vsebino smo razdelili v mikrocentrifugirke, v vsako po 900 µL. 
V vsako mikrocentrifugirko z raztopino resazurina smo dodali po 100 µL raztopine 
menadiona. Menadion smo pripravili tako, da smo zmešali 0,0014 g menadiona v 1 mL 
topila DMSO. Reagent smo do uporabe shranili v zamrzovalnik pri -20 °C.  
3.3.2.5.2 Priprava raztopine INT za analizo živosti celic E. coli in L. monocytogenes 
V falkonko smo natehtali 0,06 g INT, dodali 30 mL filtrirane destilirane vode. Falkonko smo 
zavili v aluminijasto folijo in jo shranili v hladilnik na 8 °C do uporabe. 
3.3.2.5.3 Določanje MIK 
Po 24 h inkubaciji smo v vsako luknjico mikrotitrske ploščice dodali po 10 µL raztopine 
resazurina pri določanju MIK bakterije C. jejuni oz. 10 µL raztopine INT pri določanju MIK 
bakterij E. coli in L. monocytogenes. Ploščice s C. jejuni smo inkubirali 2 h pri 42 °C v 
mikroaerofilni atmosferi, ploščice z L. monocytogenes in E. coli pa 2 h pri 37 °C. MIK smo 
določili vizualno in preverili spektrofluorimetrično z napravo Varioskan. Uporabili smo 
prozorne mikrotitrske ploščice. Valovne dolžine za spektrofluorimetrično določanje so bile 
560 nm (eksitacijska ʎ) in 590 nm (emisijska ʎ). Minimalno inhibitorno koncentracijo smo 
definirali kot najnižjo koncentracijo ekstrakta cvetnega prahu osmukanca, ki inhibira 
mikrobno kulturo po določenem času (Burt, 2004). Rezultate smo izrazili v mg/mL. Primer 
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Slika 5: Primer določanja minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) 6 izvlečkov cvetnega prahu osmukanca 
pri bakteriji C. jejuni. 
 
3.4 STATISTIČNA OBDELAVA REZULTATOV 
Vse poskuse smo naredili v najmanj dveh bioloških ponovitvah. Rezultate mikrobiološke 
analize smo obdelali v programu Microsoft Excel in prikazali povprečne vrednosti skupaj s 
standardnimi odkloni. Statistično analizo smo naredili v programu Microsoft Excel in s 
programskim jezikom Python. Za določanje statistične značilnosti smo uporabili Studentov 
t-test. Pri intervalu zaupanja 95 % so rezultati statistično značilni pri vrednosti p < 0,05.  
 
Z analizo ANOVA smo primerjali posamezne seve znotraj enakega gojišča in določili p-
vrednost. Pri statistični obdelavi podatkov smo uporabili program Microsoft Excel in 
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4 REZULTATI 
Skladno z delovnimi hipotezami smo skušali dokazati, da različni načini obdelave in/ali 
shranjevanja spreminjajo mikrobiološko sliko cvetnega prahu osmukanca in vplivajo na 
njegovo obstojnost. Kot glavni mikrobiološki povzročitelj kvarjenja cvetnega prahu 
osmukanca smo določili kvasovke, ki smo jih osamili iz različnih faz inkubacije cvetnega 
prahu osmukanca. Preverjali smo hipotezo, da bo njihova hitrost rasti v prisotnosti cvetnega 
prahu osmukanca različna. Testirali smo tudi protimikrobno učinkovitost cvetnega prahu 
osmukanca, da dokažemo, da je ta odvisna od načina obdelave in skladiščenja cvetnega 
prahu osmukanca. V nalogo smo vključili tri vzorce cvetnega prahu osmukanca iz treh 
statističnih regij Slovenije, ki smo jih prejeli po vzorčenju, opravljenem v organizaciji 
sodelavcev ČZS. Vse vzorce smo vzorčili v dveh paralelkah. Teste smo opravljali v 
časovnem obdobju od maja do oktobra 2018. 
 
4.1 MIKROBIOLOŠKA SLIKA SVEŽEGA CVETNEGA PRAHU OSMUKANCA IZ 
RAZLIČNIH REGIJ SLO 
Vzorce svežega cvetnega prahu osmukanca iz treh statističnih regij Slovenije, ki smo jih 
prejemali po vzorčenju, opravljenem v organizaciji sodelavcev ČZS, smo analizirali takoj 
po prejemu. Določili smo jim skupno število mezofilnih aerobnih mikroorganizmov, 
koliformnih bakterij, plesni in kvasovk. Iz vrednosti treh vzorcev smo naredili najprej 
logaritemske vrednosti in te povprečili. Rezultat je povprečje log CFU/g in pripadajoč 
standardni odklon. Koncentracija mezofilnih aerobnih mikroorganizmov, koliformnih 




Slika 6: Koncentracija mezofilnih aerobnih mikroorganizmov, koliformnih bakterij, plesni in kvasovk izražena 
kot povprečje log CFU/g in pripadajoči standardni odklon v treh vzorcih svežega cvetnega prahu osmukanca 
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V svežem vzorcu cvetnega prahu osmukanca prevladujejo kvasovke in mezofilni aerobni 
mikroorganizmi, njihova koncentracija je 6,2 log CFU/g in 6,0 log CFU/g. Določili smo 5,3 
log CFU/g plesni. Povprečna koncentracija koliformnih bakterij je znašala 3,9 log CFU/g. 
 
4.1.1 Vpliv shranjevanja v hladilniku na mikrobiološko sliko cvetnega prahu 
osmukanca   
Cvetni prah osmukanec smo shranjevali v hladilniku pri temperaturi 4 – 7 °C. Analizirali 
smo tri vzorce iz treh različnih regij, analizo pa smo izvedli pred začetkom shranjevanja v 
hladilniku (sveži vzorec) in po 2, 4 ter 12 mesecih shranjevanja v hladilniku. Določili smo 
skupno število mezofilnih aerobnih mikroorganizmov, koliformnih bakterij, plesni in 
kvasovk. Iz vrednosti treh vzorcev smo naredili najprej logaritemske vrednosti in te 
povprečili. Rezultat je povprečje log CFU/g in pripadajoč standardni odklon. Mikrobiološki 
pokazatelji kakovosti svežega cvetnega prahu osmukanca po različnih časih shranjevanja v 
hladilniku so prikazani na sliki 7.  
 
 
Slika 7: Koncentracija mezofilnih aerobnih mikroorganizmov, koliformnih bakterij, plesni in kvasovk izražena 
v log CFU/g in pripadajoči standardni odklon v vzorcih svežega cvetnega prahu osmukanca na začetku 
shranjevanja (0 tednov) in v vzorcih shranjenih v hladilniku 2, 4 in 12 tednov. Ravna črta na grafu prikazuje 
mejo detekcije kvasovk, črtkana črta pa mejo detekcije koliformnih bakterij. 
 
Opazili smo, da se koncentracija mikroorganizmov tekom shranjevanja zmanjšuje. V 
svežem vzorcu na začetku shranjevanja (0 tednov) prevladujejo kvasovke in mezofilni 
aerobni mikroorganizmi. Koncentracija mezofilnih aerobnih mikroorganizmov v hladilniku 
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mikroorganizmov pa se zmanjša za 2,2 log CFU/g (kvasovke in plesni) in 1,6 log CFU/g 
(koliformne bakterije). Po 4 tednih shranjevanja v hladilniku smo v vzorcih določili največ 
kvasovk, mezofilnih aerobnih mikroorganizmov in koliformnih bakterij. Pri koliformnih 
bakterijah smo določili velik standardni odklon (0,9), ki ga pripisujemo variabilnosti 
vzorcev. Po 12 tednih shranjevanja je v vzorcih še vedno največ mezofilnih aerobnih 
bakterij, sledijo jim kvasovke. Koncentracija kvasovk in koliformnih bakterij je po treh 
mesecih shranjevanja pod mejo detekcije (< 1 log CFU/g).  
 
Dobljeni rezultati kažejo, da se mikrobiološka slika cvetnega prahu osmukanca spreminja, 
koncentracija mikroorganizmov tekom shranjevanja v hladilniku pada.  
 
4.1.2 Vpliv sušenja pri različnih temperaturah na mikrobiološko sliko cvetnega 
prahu osmukanca 
Cvetni prah osmukanec smo sušili v prostorih ČZS v sušilni komori, da bi preverili, kako 
različne temperature in čas sušenja vplivajo na mikrobiološko sliko cvetnega prahu 
osmukanca. Sušili smo pri treh različnih temperaturah, sušenje pa je potekalo od 24 do 72 h. 
Pri 30 °C in 35 °C smo cvetni prah osmukanec sušili do 72 h. Pri 40 °C smo sušili le 24 h, 
saj je cvetni prah osmukanec postal po tem času dovolj suh in zrnca zelo trda. Ker se v praksi 
ne bi izvajalo nadaljnje sušenje, smo sušenje takrat prenehali.  
 
Vse vzorce smo vzorčili po 24 h sušenja, vzorce, sušene pri 30 °C in 35 °C, pa smo vzorčili 
še po 48 in 72 h. Da bi pokazali, kako se spreminja mikrobiološka slika sušenega cvetnega 
prahu osmukanca, smo vsem sušenim vzorcem določili skupno koncentracijo mezofilnih 
aerobnih mikroorganizmov, koliformnih bakterij, plesni in kvasovk.  
 
Primerjava rezultatov mikrobiološke preiskave treh vzorcev svežega cvetnega prahu 
osmukanca pred sušenjem in vzorcev cvetnega prahu osmukanca, sušenih 24 h pri treh 
različnih temperaturah, je prikazana na sliki 8. 
 
Po 24 h sušenja je pri vseh vzorcih cvetnega prahu osmukanca nižja koncentracija 
mikroorganizmov v primerjavi z osnovnim vzorcem svežega cvetnega prahu osmukanca, 
izjema so plesni v vzorcu, sušenem pri 30 °C, kjer se koncentracija poveča za 0,2 log CFU/g. 
Znižana koncentracija mezofilnih aerobnih mikroorganizmov, kvasovk in koliformnih 
bakterij, ki je pod mejo detekcije (< 1 log CFU/g), je opažena po sušenju pri 30 °C. Po 
sušenju pri 35 °C je opažena zvečana koncentracija koliformnih bakterij in močno znižana 
koncentracija kvasovk in plesni, manj pa koncentracija mezofilnih aerobnih 
mikroorganizmov. Sušenje pri 40 °C po 24 h sušenja povzroči znižanje koncentracije plesni 
za več kot polovico (iz 5,3 log CFU/g na 2,1 log CFU/g) ter znižanje koncentracije 
koliformnih bakterij, mezofilnih aerobnih mikroorganizmov in kvasovk. Velik standardni 
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odklon pri številu mikroorganizmov vzorcev, sušenih pri 40 °C, pripisujemo raznolikosti 
vzorcev cvetnega prahu osmukanca. 
 
 
Slika 8: Koncentracija mezofilnih aerobnih mikroorganizmov, koliformnih bakterij, plesni in kvasovk izražena 
kot povprečje log CFU/g in pripadajoči standardni odklon v treh vzorcih svežega cvetnega prahu osmukanca, 
v vzorcih, sušenih pri 30 °C, vzorcih sušenih pri 35 °C in vzorcih sušenih pri 40 °C po 24 h sušenja. Črtkana 
črta na grafu prikazuje mejo detekcije koliformnih bakterij.  
 
Različne temperature po 24 h sušenja različno vplivajo na število mikroorganizmov. Višja 
temperatura sušenja (40 °C) najbolj vpliva na znižano koncentracijo plesni, nižja 
temperatura sušenja (sušenje pri 35 °C in 30 °C) pa najmočneje vpliva na koncentracijo 
mezofilnih aerobnih mikroorganizmov in kvasovk. Sušenje pri 40 °C smo določili kot 
najboljšo metodo za sušenje cvetnega prahu osmukanca. 
 
Primerjava rezultatov mikrobiološke analize vzorcev cvetnega prahu osmukanca po 48 h 
sušenja pri 30 °C in 35 °C je prikazana na sliki 9.  
 
Rezultati mikrobiološke preiskave kažejo, da je koncentracija mezofilnih aerobnih 
mikroorganizmov, kvasovk, plesni in koliformnih bakterij nižja kot v osnovnem vzorcu 
svežega cvetnega prahu osmukanca. Tako kot pri 24 h sušenja tudi pri 48 h sušenja nismo 
opazili pomembnih razlik v koncentraciji mikroorganizmov med različnimi temperaturami 
sušenja.  
 
Po 48 h sušenja pri 30 °C v vzorcih prevladujejo mezofilni aerobni mikroorganizmi, 
kvasovke in plesni. Velik standardni odklon koncentracije koliformnih bakterij pripisujemo 
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Po sušenju pri 35 °C je koncentracija mezofilnih aerobnih mikroorganizmov večja kot po 
sušenju pri 30 °C, v primerjavi z osnovnim vzorcem se zniža iz 6,1 log CFU/g na 5,5 log 
CFU/g. Koncentracija plesni in kvasovk je podobna koncentraciji po sušenju pri 30 °C, 
koncentracija koliformnih bakterij pa je pod mejo občutljivosti metode (< 1 log CFU/g). 
 
V našem primeru nismo opazili bistvenih razlik v spremembi koncentracij kvasovk in plesni 
pri različno uporabljeni temperaturi 48 h sušenja. Ob večanju temperature sušenja se je 




Slika 9: Koncentracija mezofilnih aerobnih mikroorganizmov, koliformnih bakterij, plesni in kvasovk izražena 
v log CFU/g v osnovnem vzorcu cvetnega prahu osmukanca, vzorcu, sušenem pri 30 °C in vzorcu, sušenem 
pri 35 °C po 48 h sušenja. Črtkana črta na grafu prikazuje mejo detekcije koliformnih bakterij. 
 
Primerjava rezultatov mikrobiološke preiskave vzorcev, sušenih 72 h pri 30 °C in 35 °C je 
prikazana na sliki 10. Rezultati kažejo, da je koncentracija mezofilnih aerobnih 
mikroorganizmov, kvasovk, plesni in koliformnih bakterij nižja kot v osnovnem vzorcu pred 
sušenjem.  
 
V obeh vzorcih prevladujejo kvasovke in mezofilni aerobni mikroorganizmi, sledijo plesni 
in koliformne bakterije. Pri vzorcih sušenih pri 35 °C smo največjo koncentracijo 
mikroorganizmov določili za mezofilne aerobne mikroorganizme (4,7 log CFU/g) in 
kvasovke (4,6 log CFU/g), sledijo plesni (4,3 log CFU/g), najnižjo koncentracijo pa smo 
določili za koliformne bakterije (2,4 log CFU/g). Velik standardni odklon pri vzorcih sušenih 
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Slika 10: Koncentracija mezofilnih aerobnih mikroorganizmov, koliformnih bakterij ter plesni in kvasovk 
izražena v log CFU/g v vzorcu cvetnega prahu osmukanca, sušenem pri 30 °C in vzorcu, sušenem pri 35 °C 
po 72 h sušenja. Črtkana črta na sliki prikazuje mejo detekcije koliformnih bakterij. 
 
4.1.3 Vpliv sušenja cvetnega prahu osmukanca na obstojnost pri daljšem 
shranjevanju  
Ker smo sušenje pri 40 °C 24 h določili kot najboljšo metodo za sušenje cvetnega prahu 
osmukanca in med sušenjem pri 30 in 35 °C 72 h nismo določili statistično značilne razlike, 
smo vzorce posušene pri 35 °C 72 h in pri 40 °C 24 h izbrali in shranjevali pri 16 °C v temi 
12 mesecev. Namen shranjevanja je bil ugotoviti, kateri način sušenja ima večji učinek na 
obstojnost cvetnega prahu, in potrditi očitnejše razlike tekom daljšega shranjevanja.   
 
Analizo smo izvedli 24 h po sušenju, po 5 mesecih in po 12 mesecih. Vsem analiziranim 
vzorcem smo določili skupno število mezofilnih aerobnih mikroorganizmov, koliformnih 
bakterij, plesni in kvasovk, da bi ugotovili kako različni načini obdelave in shranjevanja 
spreminjajo mikrobiološko sliko cvetnega prahu osmukanca in vplivajo na njegovo 
obstojnost. 
 
Primerjava rezultatov mikrobiološke analize vzorcev cvetnega prahu osmukanca, sušenih pri 
35 °C 72 h in shranjenih 12 mesecev, je prikazana na sliki 11. 
 
Koncentracija mikroorganizmov se med 12-mesečnim shranjevanjem vzorca, sušenega pri 
35 °C, znižuje. Po petih mesecih shranjevanja se koncentracija mezofilnih aerobnih 
mikroorganizmov zniža za 0,8 logaritemske enote, koncentracija kvasovk za 0,6 
logaritemske enote, koncentracija plesni za 0,5 logaritemske enote in koncentracija 
koliformnih bakterij za 0,3 logaritemske enote. Po 12 mesecih shranjevanja se zniža 
koncentracija mezofilnih aerobnih mikroorganizmov za 1,9 logaritemske enote in 
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od meje detekcije (< 2 log CFU/g in < 1 log CFU/g). Največji standardni odklon pri plesnih 
na začetku shranjevanja pripisujemo veliki variabilnosti med vzorci. 
 
 
Slika 11: Koncentracija mezofilnih aerobnih mikroorganizmov, koliformnih bakterij, plesni in kvasovk 
izražena v log CFU/g v vzorcih cvetnega prahu osmukanca, sušenih pri 35 °C na začetku (0 mesecev), in 
shranjenih po 5 in 12 mesecih. Čas 0 mesecev predstavlja posušene vzorec po 72 h sušenja pri 35 °C. Rumena 
črtkana črta na sliki prikazuje mejo detekcije koliformnih bakterij, siva črtkana črta pa mejo detekcije plesni. 
 
Daljše shranjevanje vzorca cvetnega prahu osmukanca, posušenega 72 h pri 35 °C ne 
poslabša njegove obstojnosti. Po 12 mesecih shranjevanja je v vzorcu nižja koncentracija 
mikroorganizmov kot po 5 mesecih shranjevanja.  
 
Primerjava rezultatov mikrobiološke analize vzorcev cvetnega prahu osmukanca, sušenih pri 
40 °C in shranjenih 12 mesecev, je prikazana na sliki 12. 
 
Koncentracija mezofilnih aerobnih mikroorganizmov, kvasovk in koliformnih bakterij se 
med shranjevanjem znižuje. Na začetku shranjevanja (0 mesecev) prevladujejo mezofilne 
aerobne bakterije in kvasovke, največ je mezofilnih aerobnih mikroorganizmov (5,1 log 
CFU/g) v vseh vzorcih ob vseh časih. Podobno se znižuje koncentracija kvasovk. 
Koncentracija plesni se med shranjevanjem spreminja, in sicer smo po 5 mesecih 
shranjevanja določili višjo koncentracijo kot na začetku in po 12 mesecih. Koliformne 
bakterije so prisotne le na začetku shranjevanja, po 5 in 12 mesecih pa so pod mejo detekcije 
(< 1 log CFU/g). Na začetku shranjevanja je pri plesnih in koliformnih bakterijah opaziti 
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Slika 12: Koncentracija mezofilnih aerobnih mikroorganizmov, koliformnih bakterij ter plesni in kvasovk 
izražena v log CFU/g v vzorcu cvetnega prahu osmukanca sušenem pri 40 °C na začetku (0 mesecev), in po 5 
in 12 mesecih shranjevanja. Čas 0 mesecev predstavlja posušeni vzorec po 24 h sušenja pri 40 °C. Rumena 
črtkana črta na sliki prikazuje mejo detekcije koliformnih bakterij, siva črtkana črta pa mejo detekcije plesni. 
 
Daljše shranjevanje vzorca cvetnega prahu osmukanca, ki smo ga sušili 24 h pri 40 °C, ne 
vpliva na poslabšanje njegove obstojnosti. Koncentracija vseh skupin razen plesni je po 12 
mesecih shranjevanja, tako kot pri vzorcu, sušenem pri 35 °C 72 h, nižja kot po 5 mesecih 
shranjevanja. Koncentracija plesni se po 5 mesecih shranjevanja zveča za 1,26 log CFU/g, 
po 12 mesecih pa zniža (< 1 log CFU/g). Med vzorcem, sušenim pri 35 °C 72 h in vzorcem, 
sušenim 24 h pri 40 °C, ni statistično značilne razlike (p > 0,05). 
 
4.2 MIKROBIOLOŠKA SLIKA VZORCEV CVETNEGA PRAHU OSMUKANCA, 
SHRANJENIH PRI SOBNI TEMPERATURI  
Vzorce več regij smo združili in tako dobili en mešani vzorec, katerega smo razdelili na 3 
dele. Spremljali smo, kaj se zgodi, ko te vzorce shranjujemo na sobni temperaturi. 
Shranjevali smo jih tako dolgo, da so postale senzorične spremembe zelo očitne (temnejši 
cvetni prah, ki je postajal tudi lepljiv). Mikrobiološko analizo smo naredili vsak teden, 5 
tednov. Vsem vzorcem smo določili število mezofilnih aerobnih mikroorganizmov, 
koliformnih bakterij, plesni in kvasovk. Na ta način smo želeli identificirati in karakterizirati 
glavne mikrobiološke povzročitelje kvarjenja cvetnega prahu osmukanca tekom 































Podržaj L. Mikrobiološka obstojnost ... cvetnega prahu osmukanca ... pri različnih načinih shranjevanja. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
Primerjava rezultatov mikrobiološke analize vzorcev cvetnega prahu osmukanca, shranjenih 
pri sobni temperaturi po 0, 1, 3 in 5 tednih shranjevanja, je prikazana na sliki 13. 
 
 
Slika 13: Koncentracija mezofilnih aerobnih mikroorganizmov, koliformnih bakterij, plesni in kvasovk, 
izražena v log CFU/g v vzorcih cvetnega prahu osmukanca, shranjenih pri sobni temperaturi po 0, 1, 3 in 5 
tednih shranjevanja. Črtkana črta na sliki prikazuje mejo detekcije koliformnih bakterij. 
 
Mikrobiološka slika svežega cvetnega prahu osmukanca se med shranjevanjem spreminja. 
Na začetku predstavljajo največji del mikroorganizmov mezofilni aerobni mikroorganizmi, 
sledijo jim kvasovke, plesni in koliformne bakterije. Po 1 tednu shranjevanja cvetnega prahu 
osmukanca na sobni temperaturi se koncentracija mezofilnih aerobnih mikroorganizmov in 
plesni močno zniža, manj koncentracija kvasovk, poveča pa se koncentracija koliformnih 
bakterij. Po 3 tednih shranjevanja koncentracija mezofilnih aerobnih mikroorganizmov še 
vedno pada, kvasovke pa močno narastejo in dosežejo koncentracijo 6,95 log CFU/g. Po 3 
tednih shranjevanja se zveča tudi koncentracija plesni. Iz rezultatov je razvidno, da je 
koncentracija koliformnih bakterij po treh tednih pod mejo detekcije (< 1 log CFU/g) in taka 
ostane tudi po 5 tednih shranjevanja. Koncentracija mezofilnih aerobnih mikroorganizmov 
se po 5 tednih zopet poveča, vendar ne preseže začetne vrednosti in vrednosti po 1 tednu 
shranjevanja, koncentracija kvasovk in plesni pa se zopet zmanjša. Iz rezultatov je torej 
razvidno, da v vzorcih prevladujejo mezofilni aerobni mikroorganizmi in kvasovke. Tekom 
shranjevanja pri sobni temperaturi se koncentracija kvasovk povečuje. Primerjava razmerij 
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Slika 14: Razmerje deležev mikroorganizmov v populaciji v vzorcih cvetnega prahu osmukanca. Razmerje 
deležev mikroorganizmov je prikazano kot delež log CFU/g v cvetnem prahu osmukancu pri sobni temperaturi 
na začetku (t = 0 tednov) shranjevanja (A) in na koncu (t = 5 tednov) shranjevanja (B). 
 
Na začetku shranjevanja cvetnega prahu osmukanca smo določili vse skupine 
mikroorganizmov v približno enakih deležih, in sicer mezofilni aerobni mikroorganizmi > 
kvasovke > plesni > koliformne bakterije. Po koncu shranjevanja predstavljajo največji delež 
mikroorganizmov kvasovke (0,44), sledijo mezofilni aerobni mikroorganizmi (0,32) in 
plesni (0,15). Število koliformnih bakterij je pod mejo detekcije (< 1 log CFU/g). Ker smo 
na koncu shranjevanja določili največ kvasovk, smo kvasovke določili kot glavne mikrobne 
povzročitelje kvarjenja cvetnega prahu osmukanca. 
 
4.3 IZOLACIJA IN IDENTIFIKACIJA KVASOVK 
4.3.1 Izolacija izbranih kvasovk 
Za izolacijo kvasovk in identifikacijo iz cvetnega prahu osmukanca smo izbrali kvasovke, 
ki so se pojavljale v svežem cvetnem prahu osmukancu (teden 0) in po 5. tednih shranjevanja 
na sobni temperaturi. Iz svežih vzorcev in vzorcev, ki smo jih shranjevali 5 tednov pri sobni 
temperaturi, smo izolirali po 4 najbolj zastopane morfološko različne kvasovke.  
 
4.3.2 Identifikacija izbranih kvasovk  
Za identifikacijo kvasnih sevov smo uporabili analizo PCR, pri čemer smo uporabili DNA 
8 izolatov, zrastlih na trdem gojišču DRBC. Po končani analizi PCR smo pomnožke nanesli 
na agarozni gel, opravili elektroforezo, obarvali z barvilom, osvetlili in dokumentirali z UV 
transiluminatorjem. Pomnožke smo med seboj primerjali vizualno in za nadaljnje analize 
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Slika 15: Pomnožki PCR kvasovk z začetnim oligonukleotidom ITS1. Posamezni sevi (K-1.6, K-1.6c, K-1.7, 
K-1.7a, K-1.8) in lestvica DNA (L) so označeni.  
 
Po analizi PCR smo izbrane pomnožke poslali na sekvenciranje v laboratorij Macrogen. 
Pridobljene sekvence izbranih sevov smo okvirno identificirali s pomočjo podatkovne baze 
GenBank (NCBI, Blast algoritem), kjer smo dobljeno nukleotidno zaporedje primerjali z 
nukleotidnimi zaporedji v podatkovni zbirki GenBank genomskih knjižnic.   
 
Na osnovi tega dela smo identificirali 8 izolatov, ki so pripadali petim različnim rodovom 
kvasovk: Metschnikowia, Meyerozyma, Papiliotrema, Lachancea in Aureobasidium. 
Osnovni rezultati identifikacije izbranih sevov so podani v preglednici 9. Podrobnejši 
rezultati molekularne identifikacije sevov so predstavljeni v Prilogi A.  
 
Preglednica 9: Identificirani sevi kvasovk izbranih izolatov. 
Oznaka izolata Identifikacija Čas izolacije 
K1.1 Metschnikowia sp.  sveži  
K1.5 Meyerozyma guillermondii sveži 
K1.8 Lachancea thermotolerans sveži 
K1.20 Aureobasidium melanogenum sveži 
K1.3 Metschnikowia sp.  5. teden shranjevanja 
K1.6 Papiliotrema flavescens 5. teden shranjevanja 
K1.7 Lachancea thermotolerans 5. teden shranjevanja 
K2.3 Lachancea thermotolerans  5. teden shranjevanja 
 
4.4 RAST IZBRANIH SEVOV KVASOVK V RAZLIČNIH GOJIŠČIH 
Kvasovkam, ki smo jih izolirali ob različnih časih shranjevanja in jih identificirali, smo v 
različnih gojiščih spremljali hitrost rasti. Rast smo spremljali v bogatem gojišču z dodano 
raztopino cvetnega prahu osmukanca, v bujonu z dodano raztopino cvetnega prahu 
osmukanca in v gojišču z dodanim etanolom. Dobljene rezultate smo obdelali v Excelu in 
narisali rastne krivulje izbranih sevov kvasovk v različnih gojiščih (Slika 16, 17, 18, 19, 20, 
21).  
 
Iz slik 16-21 vidimo, da sevi kvasovk različno hitro preidejo iz lag faze v eksponentno fazo, 
odvisno od vrste in koncentracije gojišča. Rast je pri kvasovkah K1.1, K1.3, K1.7 in K2.3 
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najhitrejša v gojišču YPD z 2,5 % etanolom in najpočasnejša v gojišču YPD z 10 % 
etanolom. Kvasovki K1.20 in K1.6 v gojiščih z dodanim etanolom ne dosežeta eksponentne 
faze rasti. 
 
V gojišču YPD z 1 % raztopino cvetnega prahu osmukanca smo pri kvasovkah K1.1, K1.3, 
K1.7 in K2.3 opazili najhitrejšo rast, saj fazo eksponentne rasti dosežejo po 8-12 h 
inkubacije. Seva K1.6 in K1.20 eksponentno fazo dosežeta po 35 oz. 25 h inkubacije.  
 
V bujonu PBS z dodanim cvetnim prahom osmukancem smo pri kvasovkah K1.1, K1.3, 
K1.7, K1.20 in K2.3 opazili najboljšo rast v 4 % raztopini cvetnega prahu osmukanca in 
najslabšo rast v 1 % raztopini cvetnega prahu osmukanca. Pri kvasovkah K1.1., K1.3 in K1.7 
smo po prehodu v  stacionarno fazo opazili takojšen padec njihove rasti (zmanjšanje OD). 
Rast kvasovke K1.6 je najboljša v 1 % raztopini cvetnega prahu osmukanca in najslabša v 4 
% raztopini cvetnega prahu osmukanca.  
 
 
Slika 16: Rastne krivulje kvasovke Metschnikowia sp. K1.1. Rastne krivulje v izbranih tekočih gojiščih, 
izmerjene z napravo Thermo Scientific SkanIt™ Software (T = 25 °C) z merjenjem vsakih 20 min in s 
stresanjem. Rezultati so predstavljeni kot vrednosti OD600. Legenda: Etanol 10 %, Etanol 5 %, Etanol 2,5 %: 
gojišče YPD z dodanim etanolom;  4 % CVP v YPD, 2 % CVP v YPD, 1 %  CVP v YPD: gojišče YPD z 
raztopino cvetnega prahu osmukanca; 4 % CVP v PBS, 2 % CVP v PBS, 1 % CVP v PBS: bujon PBS z 























4 % CVP v YPD
2 % CVP v YPD
1 % CVP v YPD
4 % CPV v PBS
2 % CVP v PBS
1 % CVP v PBS
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Slika 17: Rastne krivulje kvasovke Aurebasidium melanogenum K1.20. Rastne krivulje v izbranih tekočih 
gojiščih izmerjenje z napravo Thermo Scientific SkanIt™ Software (T = 25 °C) z merjenjem vsakih 20 min in 
s stresanjem. Rezultati so predstavljeni kot vrednosti OD600. Legenda: Etanol 10 %, Etanol 5 %, Etanol 2,5 
%: gojišče YPD z dodanim etanolom;  4 % CVP v YPD, 2 % CVP v YPD, 1 %  CVP v YPD: gojišče YPD z 
raztopino cvetnega prahu osmukanca; 4 % CVP v PBS, 2 % CVP v PBS, 1 % CVP v PBS: bujon PBS z 
raztopino cvetnega prahu osmukanca. 
 
 
Slika 18: Rastne krivulje kvasovke Metschnikowia sp. K1.3. Rastne krivulje v izbranih tekočih gojiščih, 
izmerjene z napravo Thermo Scientific SkanIt™ Software (T = 25 °C) z merjenjem vsakih 20 min in s 
stresanjem. Rezultati so predstavljeni kot vrednosti OD600. Legenda: Etanol 10 %, Etanol 5 %, Etanol 2,5 %: 
gojišče YPD z dodanim etanolom;  4 % CVP v YPD, 2 % CVP v YPD, 1 %  CVP v YPD: gojišče YPD z 
raztopino cvetnega prahu osmukanca; 4 % CVP v PBS, 2 % CVP v PBS, 1 % CVP v PBS: bujon PBS z 























4 % CVP v YPD
2 % CVP v YPD
1 % CVP v YPD
4 % CPV v PBS
2 % CVP v PBS






















4 % CVP v YPD
2 % CVP v YPD
1 % CVP v YPD
4 % CPV v PBS
2 % CVP v PBS
1 % CVP v PBS
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Slika 19: Rastne krivulje kvasovke Papiliotrema flavescens K1.6. Rastne v izbranih tekočih gojiščih, izmerjene 
z napravo Thermo Scientific SkanIt™ Software (T = 25 °C) z merjenjem vsakih 20 min in s stresanjem. 
Rezultati so predstavljeni kot vrednosti OD600. Legenda: Etanol 10 %, Etanol 5 %, Etanol 2,5 %: gojišče YPD 
z dodanim etanolom;  4 % CVP v YPD, 2 % CVP v YPD, 1 %  CVP v YPD: gojišče YPD z raztopino cvetnega 




Slika 20: Rastne krivulje kvasovke Lachancea thermotolerans K1.7. Rastne krivulje v izbranih tekočih 
gojiščih, izmerjene z napravo Thermo Scientific SkanIt™ Software (T = 25 °C) z merjenjem vsakih 20 min in 
s stresanjem. Rezultati so predstavljeni kot vrednosti OD600. Legenda: Etanol 10 %, Etanol 5 %, Etanol 2,5 
%: gojišče YPD z dodanim etanolom;  4 % CVP v YPD, 2 % CVP v YPD, 1 %  CVP v YPD: gojišče YPD z 
raztopino cvetnega prahu osmukanca; 4 % CVP v PBS, 2 % CVP v PBS, 1 % CVP v PBS: bujon PBS z 






















4 % CVP v YPD
2 % CVP v YPD
1 % CVP v YPD
4 % CPV v PBS
2 % CVP v PBS






















4 % CVP v YPD
2 % CVP v YPD
1 % CVP v YPD
4 % CPV v PBS
2 % CVP v PBS
1 % CVP v PBS
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Slika 21: Rastne krivulje kvasovke Lachancea thermotolerans K2.3. Rastne krivulje v izbranih tekočih gojiščih 
izmerjene z napravo Thermo Scientific SkanIt™ Software (T = 25 °C) z merjenjem vsakih 20 min in s 
stresanjem. Rezultati so predstavljeni kot vrednosti OD600. Legenda: Etanol 10 %, Etanol 5 %, Etanol 2,5 %: 
gojišče YPD z dodanim etanolom;  4 % CVP v YPD, 2 % CVP v YPD, 1 %  CVP v YPD: gojišče YPD z 
raztopino cvetnega prahu osmukanca; 4 % CVP v PBS, 2 % CVP v PBS, 1 % CVP v PBS: bujon PBS z 
raztopino cvetnega prahu osmukanca. 
 
Rezultati primerjave hitrosti rasti in lag časov posameznih sevov kvasovk v gojiščih in 
bujonu so prikazani v preglednici 10, 11, 12 in 13. Kvasovkam Papiliotrema flavescens 
K1.6, Metschnikowia K1.1, Aurebasidium melanogenum K1.20 in Lachancea 
thermotolerans K1.7 smo v posameznih gojiščih in bujonu določili vrednost korelacijskega 
koeficienta R < 0,995, zato njihovih vrednosti hitrosti rasti in lag časa tam nismo primerjali. 
Predpostavili smo, da bo rast najhitrejša v bogatem gojišču (gojišče YPD), najpočasnejša v 
bujonu PBS, rast v prisotnosti etanola pa bo imela pozitiven vpliv na kvasovke, ki so zmožne 
prilagoditve na alkohol. 
 
Med gojiščem YPD in bujonom PBS z dodano raztopino cvetnega prahu nismo določili 
razlik v hitrosti rasti in dolžini lag faze (p > 0,05). Prav tako razlik v hitrosti rasti in dolžini 
lag faze nismo določili med gojišči YPD, katerim smo dodali različne koncentracije cvetnega 





























4 % CVP v YPD
2 % CVP v YPD
1 % CVP v YPD
4 % CPV v PBS
2 % CVP v PBS
1 % CVP v PBS
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Preglednica 10: Rezultati spremljanja hitrosti rasti v gojišču YPD in bujonu PBS z dodano raztopino cvetnega 
prahu osmukanca. Obdelano v programu Growthrates. Rezultati so podani kot povprečna vrednost hitrosti rast 
(min-1) in p-vrednost. 
sev K1.1 K1.3 K1.6 K1.7 K1.20 K2.3 
YPD s 4 % 
raztopino CVP 
2,0x10-4 1,4x10-4 NA 1,2x10-4 8,29x10-2 1,1x10-4 
YPD z 2 % 
raztopino CVP 
8,7x10-5 1,1x10-4 NA 1,4x10-4 1,2x10-4 7,0x10-5 
YPD z 1 % 
raztopino CVP 
1,1x10-4 1,7x10-4 NA 1,5x10-4 3,75x10-2 7,3x10-5 
YPD 0 0 NA 0 NA 0 
p-vrednost 0,87 * NA 0,07 / * 
PBS s 4 % 
raztopino CVP 
8,5x10-5 1,6x10-4 NA 1,4x10-4 1,39x10-3 9,0x10-5 
PBS z 2 % 
raztopino CVP 
NA 1,1x10-4 NA 1,3x10-4 3,0x10-2 7,7x10-5 
PBS z 1 % 
raztopino CVP 
9,0x10-5 9,3 x10-5 NA 1,3x10-4 9,0x10-5 6,0x10-5 
PBS 0 0 NA 0 NA 0 
p-vrednost 0,25 * / * / * 
Legenda: NA: ni analizirano, saj je bila vrednost R < 0,995; *: p < 0,01 
 
 
Preglednica 11: Rezultati spremljanja hitrosti rasti v gojišču YPD z dodanim etanolom. Obdelano v programu 
Growthrates. Rezultati so podani kot povprečna vrednost hitrosti rast (min-1) in p-vrednost. 
sev K1.1 K1.3 K1.6 K1.7 K1.20 K2.3 
YPD z 10 % 
raztopino etanola 
NA 1,4x10-4 NA NA NA 3,4x10-4 
YPD s 5 % 
raztopino etanola 
6,0x10-5 6,0x10-5 NA 1,0x10-4 NA 8,7x10-5 
YPD z 2,5 % 
raztopino etanola 
8,0x10-5 7,3x10-5 NA 1,2x10-4 8,0x10-5 7,0x10-5 
YPD 0 0 0 0 0 0 
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Preglednica 12: Rezultati spremljanja dolžine lag časa v gojišču YPD in bujonu PBS z dodano raztopino 
cvetnega prahu osmukanca. Obdelano v programu Growthrates. Rezultati so podani kot povprečna vrednost 
lag časa (min) in p-vrednost. 
sev K1.1 K1.3 K1.6 K1.7 K1.20 K2.3 
YPD s 4 % 
raztopino CVP 
21 283,1 NA 91,8 1,76 314,9 
YPD z 2 % 
raztopino CVP 
18,3 297,2 NA 47,0 343,6 214,2 
YPD z 1 % 
raztopino CVP 
19,3 324,4 NA 29,9 112,6 256,2 
YPD 0 0 NA 0 NA 0 
p-vrednost 0,54 0,67 / 0,07 0,12 * 
PBS s 4 % 
raztopino CVP 
8,3 280 NA 24,3 882 229,9 
PBS z 2 % 
raztopino CVP 
NA 221 NA 44,7 204,9 264,9 
PBS z 1 % 
raztopino CVP 
42,9 214 NA 40,1 213,6 548,5 
PBS 0 0 NA 0 NA 0 
p-vrednost 0,09 * NA 0,01 0,058 0,26 
 
 
Preglednica 13: Rezultati spremljanja dolžine lag časa izraženo v minutah v gojišču YPD z dodanim etanolom. 
Obdelano v programu Growthrates. Rezultati so podani kot povprečna vrednost lag čas (min) in p-vrednost. 
sev K1.1 K1.3 K1.6 K1.7 K1.20 K2.3 
YPD z 10 % 
raztopino etanola 
NA 33,4 NA NA NA 909,0 
YPD s 5 % 
raztopino etanola 
86,3 709,0 NA 105,1 NA 575,4 
YPD z 2,5 % 
raztopino etanola 
66,5 328,3 NA 61,4 237,9 215,3 
YPD 0 0  0  0 
p-vrednost 0,61 * NA * NA 0,12 
 
Med kvasovkami, izoliranimi iz svežega cvetnega prahu osmukanca in iz cvetnega prahu 
osmukanca po 5 tednih shranjevanja, smo največjo hitrost rasti določili pri kvasovkah iz 
svežega cvetnega prahu osmukanca v gojišču z dodano raztopino cvetnega prahu osmukanca 
(p = 0,007). Večja koncentracija cvetnega prahu osmukanca je imela vpliv na večjo hitrost 
rasti kvasovke Aurebasidium melanogenum K1.20. V ostalih gojiščih razlik nismo določili 
(p > 0,05). Lag časi so bili v gojišču z dodanim etanolom največji za kvasovke, izolirane po 
5 tednih shranjevanja (p > 0,05), in nižji za kvasovke iz svežega cvetnega prahu osmukanca. 
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Med kvasovkami, izoliranimi iz svežega cvetnega prahu osmukanca (Metschnikowia sp. 
K11 in Aureobasidium melanogenum K1.20), nismo določili razlik v hitrosti rasti in času 
lag faz.   
 
Med kvasovkami, izoliranimi iz cvetnega prahu osmukanca po 5 tednih shranjevanja, smo 
opazili, da ima kvasovka Lachancea thermotolerans K1.7 najnižje lag čase v gojiščih YPD 
in bujonih PBS z dodano raztopino cvetnega prahu osmukanca (p < 0,01). V primerjavi s 
kvasovko Lachancea thermotolerans K1.7 je njena hitrost rasti večja v enakih gojiščih in 
pada z nižjo koncentracijo cvetnega prahu osmukanca (p < 0,01). 
 
Kvasovke iz rodu Metschnikowia sp. smo izolirali iz svežega in 5 tednov shranjenega 
cvetnega prahu osmukanca. Med njima smo določili razliko v času lag faze v vseh gojiščih, 
in sicer je kvasovka K1.3 iz 5 tednov shranjenega cvetnega prahu osmukanca pokazala daljše 
lag čase oz. večje vrednosti lag faze (p < 0,01). V gojišču YPD je  čas lag faze obeh kvasovk 
padal z nižjo koncentracijo dodanega cvetnega prahu osmukanca. Lag čas je za kvasovko 
K1.3 prav tako padal v bujonu PBS, medtem ko smo v nižji koncentraciji cvetnega prahu 
osmukanca pri K1.1 opazili povečan čas lag faze. Dodatek 5 % raztopine etanola je podaljšal 
čas lag faze obema kvasovama, in sicer smo K1.3 izmerili 709 min in K1.1 86 min (p < 
0,01). 
 
Med kvasovkama Lachancea thermotolerans K1.7 in K2.3 smo določili razlike v hitrosti 
rasti in lag času v gojišču YPD in bujonu PBS z dodanimi raztopinami cvetnega prahu 
osmukanca (p < 0,01). Hitrost rasti je bila večja pri kvasovki K1.7, lag časi pa so bili daljši 
pri kvasovki K2.3. Lag časi so se v bujonu PBS s padajočo koncentracijo večali, medtem ko 
so se v gojišču YPD nižali. Znižano hitrost rasti smo s padajočo koncentracijo opazili pri 
kvasovki K2.3 v obeh medijih, medtem ko smo pri kvasovki K1.7 opazili povečano hitrost 
v gojišču YPD. V bujonu PBS je hitrost rasti ostala zanjo nespremenjena.  
 
4.5 PROTIMIKROBNA AKTIVNOST IZVLEČKOV CVETNEGA PRAHU 
OSMUKANCA 
Za določanje protimikrobnega delovanja izvlečkov cvetnega prahu osmukanca na izbrane 
bakterije smo uporabili mikrodilucijsko metodo v bujonu. Preverjali smo protimikrobno 
učinkovitost izbranih izvlečkov cvetnega prahu osmukanca na bakterijah E. coli, C. jejuni in 
L. monocytogenes. Rezultati so izraženi v vrednostih minimalne inhibitorne koncentracije 
(MIK) (Preglednica 14). 
 
Vrednosti MIK se razlikujejo med vzorci in testiranimi bakterijami. Kot najbolj 
protimikrobno aktivni so se izkazali izvlečki svežega cvetnega prahu osmukanca. Najnižje 
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vrednosti MIK smo določili za bakterijo L. monocytogenes, ki znaša 6,3 mg/mL (izraženo 
kot kot masa suhega ekstrakta cvetnega prahu na mL). 
 
Preglednica 14: Prikaz MIK (mg/mL) izbranih izvlečkov cvetnega prahu osmukanca na bakterijah E. coli, C. 
jejuni in L. monocytogenes.  
 













K1-17S 25,0 12,5 6,3 
H1-17S >25,0 12,5 6,3 
D1-17S >25,0 12,5 6,3 
K1-17 H2t 25,0 6,3 6,3 
H1-17 H2t 25,0 25,0 6,3 
D1-17 H2t 12,5 12,5 12,5 
K1-17 H1m 12,5 25,0 >25,0 
H1-17 H1m 12,5 12,5 12,5 
D1-17 H1m 12,5 12,5 12,5 
K1-17 H3m 8,0 4,0 >16,1 
H1-17 H3m 12,5 >25,0 >25,0 
D1-17 H3m 12,5 >25,0 >25,0 
K1-17 S35 25,0 12,5 6,3 
H1-17 S35 25,0 12,5 12,5 
D1-17 S35 25,0 12,5 6,3 
K1-17 S40 12,5 12,5 6,3 
H1-17 S40 25,0 12,5 6,3 
D1-17 S40 12,5 12,5 6,3 
K1-17 S40-5m 15,2 3,8 > 15,2 
H1-17 S40-5m 28,0 28,0 >28,0 
D1-17 S40-5m 22,7 5,7 >22,7 
K1-17S 35-5m 5,9 2,9 >11,8 
H1-17S 35-5m 7,6 15,3 7,6 
D1-17S 35-5m 7,0 3,5 >14,0 
Legenda: K1-17S, H1-17S, D1-17S: sveži vzorci cvetnega prahu osmukanca; K1-17 H2t, H1-17 H2t, D1-17 
H2t: cvetni prah osmukanec shranjen v hladilniku 2 tedna, K1-17 H1m, H1-17 H1m, D1-17 H1m: cvetni prah 
osmukanec shranjen v hladilniku 1 mesec; K1-17 H3m, H1-17 H3m, D1-17 H3m: cvetni prah osmukanec 
shranjen v hladilniku 3 mesece; K1-17 S35, H1-17 S35, D1-17 S35: cvetni prah osmukanec po 24 h sušenja 
pri 35 °C; K1-17 S40, H1-17 S40, D1-17 S40: cvetni prah osmukanec po 24 h sušenja pri 40 °C; K1-17 S40-
5m, H1-17 S40-5m, D1-17 S40-5m: cvetni prah osmukanec, hranjen 5 mesecev po sušenju pri 40 °C; K1-17 
S35, H1-17 S35, D1-17 S35: cvetni prah osmukanec, hranjen 5 mesecev po sušenju 35 °C; K: Gorenjski okoliš, 
H: Osrednjeslovenski okoliš, D: Zasavski okoliš. 
 
Med protimikrobno učinkovitostjo izvlečkov neobdelanega cvetnega prahu osmukanca, 
shranjenega v hladilniku, proti bakterijam ni statistično značilne različne (p > 0,05). 
Vrednosti MIK na bakteriji E. coli se gibljejo med 4,0 in 25 mg/mL oziroma več kot 25 
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mg/mL, saj dveh vrednosti MIK nismo uspeli določiti. Vrednosti MIK na bakteriji C. jejuni 
so od 8,0 do 25 mg/mL. Vrednosti MIK na grampozitivni bakteriji L. monocytogenes so od 
6,3 do 12,5 mg/mL, izjema so izvlečki, shranjeni v hladilniku 3 mesece, in izvleček, shranjen 
v hladilniku 1 mesec, katerim vrednosti MIK nismo uspeli določiti.  
 
Vrednosti MIK so med izvlečki, shranjenimi v hladilniku 2 tedna, najvišje za bakterijo C. 
jejuni (12,5 – 25 mg/mL) in E. coli (6,3 – 25 mg/mL), ter najnižje za L. monocytogenes (6,3 
– 12,5 mg/mL). Vsem, razen izvlečku K2, ki smo jih shranjevali v hladilniku 1 mesec, smo 
proti vsem bakterijam določili vrednost MIK 12,5 mg/mL. Izvlečku K1 smo za bakterijo C. 
jejuni določili vrednost MIK 25 mg/mL, proti L. monocytogenes ga zaradi prenizke 
koncentracije izvlečka nismo uspeli določiti. 
 
Med izvlečki cvetnega prahu osmukanca, shranjenimi v hladilniku 3 mesece, smo vrednost 
MIK določili za vse izvlečke le proti bakteriji C. jejuni (8 – 12,5 mg/mL). Proti bakteriji  E. 
coli smo določili vrednost MIK za izvleček K1 (4 mg/mL). Proti bakteriji L. monocytogenes 
nismo uspeli določiti vrednosti MIK izvlečkov, shranjenih v hladilniku 3 tedne. 
 
Testirali smo tudi protimikrobno učinkovitost izvlečkov sušenega cvetnega prahu 
osmukanca takoj po sušenju in po petih mesecih shranjevanja. Med njimi so se kot najbolj 
protimikrobno aktivni pokazali izvlečki cvetnega prahu osmukanca, ki je bil sušen pri 35 °C. 
Vrednosti MIK so pri teh izvlečkih največje za bakterijo C. jejuni (25 mg/mL), manjše so za 
bakterijo E. coli (12,5 mg/mL), za bakterijo L. monocytogenes pa dosegajo vrednosti od 6,3 
do 12 mg/mL. Prav tako so za izvlečke cvetnega prahu osmukanca, ki smo jih sušili pri 40 
°C, vrednosti MIK največje za bakterijo C. jejuni (12,5-25 mg/mL), manjše za bakterijo E. 
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5 RAZPRAVA 
5.1 MIKROBIOLOŠKA SLIKA SVEŽEGA CVETNEGA PRAHU OSMUKANCA IZ 
RAZLIČNIH REGIJ SLO 
Cvetni prah je sezonski pridelek in je lahko močno kontaminiran z mikroorganizmi, kar 
vpliva na njegovo kakovost, varnost in obstojnost (Šimunović in sod., 2019). Trenutno v 
Evropski uniji ni standarda za čebelje produkte, kot je cvetni prah, zato so si nekatere države 
(Brazilija, Bolgarija, Poljska in Švica) same postavile smernice ali regionalne standarde. 
Campos in sod. (2008) v svoji študiji povzemajo vrednosti mikrobiološke kakovosti, ki 
sledijo higienskim standardom in vključujejo odsotnost Salmonella sp. v 10 g; odsotnost 
Staphylococcus sp. in E. coli v 1 g; skupno število aerobov (TAC – total aerobic plate count) 
< 105 CFU/g; skupno število kvasovk in plesni < 5*104 CFU/g in število enterobakterij < 
100 CFU/g. Naši rezultati kažejo, da sveži cvetni prah osmukanec ne dosega teh kriterijev 
mikrobiološke kakovosti, saj so vrednosti mezofilnih aerobnih mikroorganizmov, 
koliformnih bakterij, plesni in kvasovk večje od zahtevanih. Med obdelanimi vzorci 
cvetnega prahu osmukanca dosegajo omenjene vrednosti mikrobiološke kakovosti le vzorci, 
sušeni pri 35 °C 72 h in vzorci, sušeni pri 40 °C 24 h po 5 in po 12 mesecih shranjevanja pri 
16 °C v temi. 
  
Mauriello in sod. (2017) ter Beev in sod. (2018) poročajo o visoki kontaminaciji cvetnega 
prahu, kar smo opazili tudi v naših rezultatih. Italijanska študija je pokazala, da v vzorcih 
prevladujejo mezofilni mikroorganizmi (4-9 log CFU/g) in mlečnokislinske bakterije (3-6 
log CFU/g), kvasovke in plesni pa se pojavljajo v številu med 3 in 5,5 log CFU/g, vsi vzorci 
pa so kontaminirani z bakterijami Enterobacteriaceae (4-5 log CFU/g). Mikroorganizmi so 
v cvetnem prahu lahko posledica primarne kontaminacije, kar pomeni, da so na cvetnem 
prahu, še preden ga čebelam osmukajo (Perko, 2017). Število mikroorganizmov v 
analiziranih vzorcih cvetnega prahu je variabilno, saj se spreminja glede na spremenjene 
vremenske pogoje, rastlinski material, in insekte, ki pridejo v stik z njim (Gonzalez in sod., 
2005; Mauriello in sod., 2017; Beev in sod., 2018). Mauriello in sod. (2017) pripisujejo 
povečano število mikroorganizmov deževnemu obdobju. V naših vzorcih je bila variabilnost 
koncentracije mikroorganizmov pričakovana, saj so bili vzorci zbrani iz treh različnih 
območij v Sloveniji, kjer so bili različni vremenski pogoji in so čebele opravljale pašo na 
različnih rastlinah. V primerjavi z objavljeno literaturo smo v naših vzorcih določili večje 
število kvasovk in mezofilnih mikroorganizmov, ki so lahko rezultat večje vodne aktivnost 
aw v vzorcih cvetnega prahu (Hervatin, 2009; Feás in sod., 2012; Nogueira in sod., 2012, 
Bleha in sod., 2019). Ker vrednosti aw nismo določali, te trditve ne moremo potrditi. V 
primerjavi s številom mikroorganizmov v svežem sadju in zelenjavi ima sveži cvetni prah 
podobno število kvasovk in plesni ter koliformnih bakterij  (5,5-7,9 log CFU/g in 2,2-7,9 log 
CFU/g) (Tango in sod., 2018).V naših vzorcih smo določili prisotnost koliformnih bakterij, 
njihovo število je bilo variabilno. V cvetnem prahu je njihov izvor lahko iz primarnega vira, 
t.j. prebavni trakt čebel, nektar, mana, pelod, zrak, umazanija in okolje, v katerem se čebele 
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nahajajo, in sekundarnega vira, t.j. ljudje, veter, prah, žuželke, voda, živali, neustrezen 
pribor, smukalniki itd. (Kandolf in sod., 2018). Koliformne bakterije so raznolika skupina 
mikroorganizmov, ki je v večini naravno prisotna v okolju, del pa jo najdemo v fekalnih 
izvorih, zato veljajo za indikator fekalne kontaminacije in nehigienskih pogojev v živilski 
proizvodnji (Jay in sod., 2008). Večina koliformnih bakterij je nepatogenih, nekateri 
predstavniki pa lahko povzročijo bolezenska stanja (Martin in sod., 2016). Prisotnost 
koliformnih bakterij kot indikator dejanske fekalne kontaminacije bi morali potrditi z 
dodatnimi testi za koliformne bakterije in E. coli (SIST EN ISO 9308-1) (Jeršek, 2017).  
 
5.1.1 Vpliv shranjevanja v hladilniku na mikrobiološko sliko cvetnega prahu 
osmukanca 
Sveži cvetni prah je neobdelano živilo s sestavo primerno za razvoj različnih 
mikroorganizmov (Gonzalez in sod., 2005). Neobdelana živila, sadje in zelenjava, so 
produkt iz naravnega okolja in so zato izpostavljena različnim mikroorganizmom, med 
drugim tudi patogenim mikroorganizmom, ki predstavljajo nevarnost za zdravje človeka 
(Deak and Beuchat, 1996). Da preprečimo njihov razvoj, je cvetni prah priporočeno ustrezno 
shranjevati in obdelati (Campos in sod., 2008). Kot sveže živilo ga lahko shranjujemo na 
različne načine: v zamrzovalniku, v hladilniku, lahko pa ga tudi sušimo (Campos in sod., 
2008). 
 
Spremljali smo vpliv shranjevanja v hladilniku na mikrobiološko stabilnost vzorcev svežega 
cvetnega prahu osmukanca. Cvetni prah osmukanec smo shranjevali v hladilniku, saj 
predstavlja prostor primeren za shranjevanje živil, na katerih lahko pride do razvoja in rasti 
neželeni mikroorganizmov, ki povzročajo kvar živil in predstavljajo nevarnost za zdravje 
človeka (USDA, 2019). Ker sveži cvetni prah vsebuje od 20 do 30 % vode, predstavlja 
idealen medij za razvoj bakterij, kvasovk in plesni (Bogdanov, 2011). Estevinho in sod. 
(2012) povezujejo njihovo število z vrednostjo aw in pH cvetnega prahu – višja vrednost pH 
pospešuje rast kvasovk in plesni, nižja vrednost aw jo omejuje. V svežem cvetnem prahu je 
vrednost aw med 0,66 in 0,82, vrednost pH pa se giblje med 4,3 in 5,2 (Bogdanov, 2011; 
Feás in sod., 2012). Glede na zgoraj omenjeno visoko vrednost aw, smo pričakovali, da bomo 
na začetku shranjevanja določili največjo koncentracijo mikroorganizmov. To smo tudi 
potrdili, saj se je koncentracija mikroorganizmov tekom shranjevanja zmanjševala. Naši 
rezultati kažejo, da mikrobiološka slika vzorcev cvetnega prahu osmukanca, shranjenih v 
hladilniku ni stabilna. Stabilna slika cvetnega prahu pomeni, da se število mikroorganizmov 
ne spreminja (Kandolf in sod., 2018). Shranjevanje cvetnega prahu osmukanca v hladilniku 
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5.1.2 Vpliv sušenja pri različnih temperaturah na mikrobiološko sliko cvetnega 
prahu osmukanca 
Spremljali smo vpliv sušenja pri različnih temperaturah, da bi pokazali, da sušenje pri 
različnih temperaturah vpliva na mikrobiološko sliko cvetnega prahu osmukanca. Sušenje je 
intervencija, s katero stabiliziramo število mikroorganizmov v vzorcih cvetnega prahu, saj 
zmanjšamo vsebnost vode, vodno aktivnost vzorcev, s tem pa zavremo rast 
mikroorganizmov in zato omogočimo boljšo stabilnost vzorcev in izboljšamo možnost 
shranjevanja pri sobni temperaturi (Kandolf in sod., 2018). Sušenje izvajamo pri 
kontroliranih pogojih, s katerimi preprečimo izgubo občutljivih sestavin (Campos in sod., 
2008). Med objavljeno literaturo zasledimo kar nekaj študij, ki so preučevale mikrobno sliko 
svežega in sušenega cvetnega prahu (Serra-Bonvehi in Escola-Jorda, 1997; Hervatin, 2009; 
Kačániová in sod., 2011; Estevinho in sod., 2012, Feás in sod., 2012; Nogueira in sod., 2012; 
Mauriello in sod., 2017). Med njimi so le slednji preučevali mikrobiološko sliko,tako v 
svežem kot tudi v sušenem cvetnem prahu in ugotovili, da je število mikroorganizmov v 
vzorcih svežega cvetnega prahu višje kot v vzorcih sušenih 16 h pri 40 °C. Tak trend smo 
opazili tudi v naši preiskavi, obenem pa smo določili večje koncentracije vseh skupin 
mikroorganizmov kot Mauriello in sod. (2017).  
 
Študije, ki so preiskovale vzorce iz različnih regij sveta (Brazilija, Portugalska, Slovaška, 
Španija), poročajo o podobnih rezultatih števila kvasovk, plesni in mezofilnih 
mikroorganizmov (med < 10 CFU/g in 104 CFU/g) ter koliformnih bakterij (< 1 in 30 CFU/g) 
(Serra-Bonvehi in Escola-Jorda, 1997; Kačániová in sod., 2011; Estevinho in sod., 2012; 
Feás in sod., 2012). Med seboj se razlikujejo v izvoru vzorcev, ki prihajajo iz različnih 
podnebij, botaničnih vrst in okolice rasti, ter čebelarjev, ki so cvetni prah pridelali. Naše 
rezultate z njimi težko primerjamo, saj študije niso opisale parametrov (čas in temperatura) 
sušenja. Študije navajajo le, da je manjše število mikroorganizmov posledica znižanja vodne 
aktivnosti aw, ki jo s sušenjem dosežemo do vrednosti < 0,60 (Serra-Bonvehi in Escola-
Jorda, 1997; Estevinho in sod., 2012). Kot ostale študije smo opazili, da se je število vseh 
skupin mikroorganizmov razen plesni med sušenjem zmanjševalo. Naši rezultati so pokazali, 
da se plesni pojavijo tudi po daljšem času sušenja in po sušenju pri višji temperaturi, razlog 
za to pa Barreto in sod. (2005) ter Hervatin (2009) pripisujejo prenizki temperaturi sušenja 
in možni kontaminaciji po sušenju. 
 
Potrdili smo, da je sušenje obdelava, ki znižuje koncentracijo mezofilnih aerobnih 
mikroorganizmov, koliformnih bakterij, kvasovk in plesni v cvetnem prahu osmukancu ter 
vpliva na njegovo obstojnost. Vzorci med sušenjem niso stabilni. Kot najprimernejši način 
sušenja smo določili sušenje pri 40 °C 24 h, saj smo v najkrajšem času dosegli najnižjo 
koncentracijo mikroorganizmov. Daljši čas sušenja lahko na cvetni prah osmukanec vpliva 
tako, da zniža vsebnost drugih pomembnih snovi, kot so na primer fenolne spojine. Angelova 
(2018) je ugotavlja, da se vsebnost fenolnih spojin in flavonoidov s sušenjem pri 35 °C 72 h 
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in 40 °C 24 h zmanjša. Med testiranima načinoma sušenja je daljši čas sušenja, kljub nižji 
temperaturi, povzročil večje zmanjšanje skupnih fenolnih spojin (Angelova, 2018). 
 
Potrdili smo hipotezo, da različne temperature sušenja spreminjajo mikrobiološko obstojnost 
cvetnega prahu osmukanca in vplivajo na njegovo obstojnost. Zaključimo lahko, da ima 
sušenje pri različnih temperaturah različen vpliv na znižanje števila mikroorganizmov.  
 
5.1.3 Vpliv sušenja cvetnega prahu osmukanca na obstojnost pri daljšem 
shranjevanju 
Da bi ugotovili, kako različni načini obdelave in shranjevanja spreminjajo mikrobiološko 
sliko ter vplivajo na obstojnost cvetnega prahu osmukanca, smo vzorce, posušene pri 35 °C 
72 h, in vzorce, posušene pri 40 °C 24 h, shranjevali eno leto pri 16 °C v temi. O shranjevanju 
sušenega cvetnega prahu poročajo nekatere študije, vendar se njihove metode razlikujejo v 
pogojih shranjevanja (Szczesna in sod., 1995; Campos, 2008; Bogdanov, 2016; Dinkov, 
2016; Dinkov in Stratev, 2016). Szczesna in sod. (1995) trdijo, da shranjevanje v hladnem, 
suhem in temnem prostoru ohranja senzorične lastnosti in mikrobiološko kakovost sušenega 
cvetnega prahu do dveh let. Campos (2008) priporoča najvišjo temperaturo sušenja 40 °C 
čim krajši čas, dokler cvetni prah ne vsebuje < 6 % vlage, saj le tako ostane stabilen 15 
mesecev. Bogdanov (2016) piše, da cvetni prah, shranjen na sobni temperaturi, ostane 
stabilen 1,5 let. Podaljšanje obstojnosti je torej zagotovljeno s pravilno izbiro pogojev 
sušenja, saj s tem preprečimo neželeno rast in razvoj plesni in bakterij, ki povzročajo 
fermentacijo in kvar živil (Barajas in sod., 2012; Kielszek in sod., 2018).  
 
Primerjava koncentracij mikroorganizmov na začetku shranjevanja in po 1, 3 ter 5 tednih 
shranjevanja je pokazala odmiranje, razen pri vzorcih, sušenih pri 40 °C, pri katerih smo 
opazili povečano koncentracijo plesni. Razlog za to pa pripisujemo prenizki temperaturi 
sušenja, možni kontaminaciji cvetnega prahu osmukanca po sušenju in potencialni 
prisotnosti izrazito kserofilnih plesni, ki dobro prenašajo tudi zmanjšane vrednosti aw. 
 
Shranjevanje obdelanega - sušenega cvetnega prahu osmukanca pri temperaturi 16 °C v temi 
spremeni njegovo mikrobiološko sliko in vpliva na njegovo obstojnost. Daljše shranjevanje 
vzorcev sušenega cvetnega prahu osmukanca ne vpliva na poslabšanje njegove obstojnosti. 
Med primerjanimi vzorci cvetnega prahu osmukanca, sušenih pri 35 °C in 40 °C, ni 
statistično značilne razlike (p < 0,05).  
 
5.2 MIKROBIOLOŠKA SLIKA VZORCEV CVETNEGA PRAHU OSMUKANCA, 
SHRANJENIH PRI SOBNI TEMPERATURI 
S shranjevanjem svežih vzorcev cvetnega prahu osmukanca pri sobni temperaturi v temi smo 
želeli pokazati, kako se spreminja njihova mikrobiološka slika. Pričakovali smo, da bomo 
55 
 
Podržaj L. Mikrobiološka obstojnost ... cvetnega prahu osmukanca ... pri različnih načinih shranjevanja. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
na začetku shranjevanja določili večjo koncentracijo mikroorganizmov, saj ima sveži cvetni 
prah visoko vsebnost vode, ki omogoča njihov razvoj (Campos in sod., 2008). 
Mikrobiološko sliko svežega cvetnega prahu osmukanca smo spremljali 42 dni, dokler 
nismo opazili zelo vidnih senzoričnih sprememb (temnejši in bolj lepljiv cvetni prah 
osmukanec). Senzorične spremembe cvetnega prahu so posledica pogojev shranjevanja, med 
katerimi je pomembna predvsem temperatura (Siuda in sod., 2012). Shranjevanje pri sobni 
temperaturi (18-26 °C) povzroči spremembe v kemijski sestavi cvetnega prahu, med 
katerimi so pomembne nižja vsebnost karotena in askorbinske kisline (Siuda in sod., 2012).  
 
Opazili smo, da se je koncentracija mezofilnih aerobnih mikroorganizmov in plesni med 
shranjevanjem spreminjala. Velika odstopanja pripisujemo variabilnosti med vzorci 
cvetnega prahu osmukanca.  
 
Mlečnokislinske bakterije smo določili le na začetku shranjevanja. Mathialagan in sod. 
(2018) so v svežem cvetnem prahu določili med 5,14-14,35*105 CFU/mL mlečnokislinskih 
bakterij. Za svojo rast potrebujejo mlečnokislinske bakterije aminoksiline in sladkorje, ki jih 
sveži cvetni prah vsebuje. Tekom shranjevanja za hranila tekmujejo z drugimi 
mikroorganizmi, ki imajo lahko hitrejšo rast in posledično prevladajo nad mlečnokislinskimi 
bakterijami. Čeprav LAB proizvajajo različne organske kisline in produkte, ki znižajo 
vrednost pH cvetnega prahu, imajo nekateri mikroorganizmi, na primer kvasovke, 
sposobnost rasti v takih pogojih (Vásquez in Olofsson, 2009; Vásquez in sod., 2012; Lamei 
in sod., 2017). Kemijska sestava cvetnega prahu in nektarja se razlikuje med vrstami rastlin, 
kar zato vpliva na rast LAB in posledično kakovost čebeljih pridelkov (Vásquez in Olofsson, 
2009).   
  
Tekom shranjevanja smo opazili naraščanje števila kvasovk, ki so na koncu predstavljale 
najpomembnejši del mikrobiote vzorcev cvetnega prahu osmukanca. Pri optimalnih rastnih 
pogojih bakterije prevladujejo nad plesni in kvasovkami, ker hitreje rastejo. Plesni in 
kvasovke tekmujejo z bakterijami le, ko okoljski pogoji zmanjšajo bakterijsko aktivnost npr. 
pri nizki vrednosti pH in nizki vodni aktivnosti aw. V živilu rast kvasovk ponavadi opazimo 
kot rast na površini, tvorbo neželenih priokusov, spremembo teksture in tvorbo plina (Deak 
in Beuchat, 1996). Ker ima cvetni prah nizko vrednost pH (med 4,2 in 4,5) in je bogat s 
sladkorji,  predstavlja primerno okolje za razvoj kvasovk (Gilliam, 1979; Viljoen, 2006). O 
njihovi prisotnosti zaradi znižane vrednosti pH in nižje vsebnosti vode poročajo tudi Sinpoo 
in sod. (2017). Prav tako so Bobis in sod. (2010) ter De-Melo in sod. (2015) določili 
kvasovke kot glavne povzročitelje kvara (1,0*102 CFU/g). Njihovih rezultatov ne moremo 
primerjati z našimi, saj so v svojih študijah uporabili krajši čas shranjevanja. V naši analizi 
vrednosti pH in vsebnosti vlage v vzorcih žal nismo spremljali, zato na povečanje 
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Ugotovili smo, da se število kvasovk tekom shranjevanja povečuje, število ostalih 
mikroorganizmov pa zmanjšuje. S tem smo potrdili hipotezo, da so kvasovke glavni 
mikrobni povzročitelj kvarjenja cvetnega prahu osmukanca.  
 
5.3 KVASOVKE KOT GLAVNI POVZROČITELJ KVARJENJA CVETNEGA 
PRAHU OSMUKANCA 
Tekom shranjevanja cvetnega prahu osmukanca pri sobni temperaturi smo identificirali in 
karakterizirali kvasovke kot glavne povzročitelje kvarjenja. Rezultati so pokazali, da 
identificirani sevi pripadajo vrstam Metschnikowia sp., Meyerozyma guillermondii, 
Papiliotrema flavescens, Lachancea thermotolerans in Aurebasidium melanogenum.  
 
Na začetku shranjevanja najdemo v cvetnem prahu osmukancu različne kvasovke 
(Metschnikowia sp., Meyerozyma guillermondii/Candida guillermondii, Papiliotrema 
flavescens, Lachancea thermotholerans, Aurebasidium melanogenum). O njihovi izolaciji 
poročajo različne študije (Spencer in sod., 1970; Gilliam, 1979; Rosa in sod., 2003; Nogueira 
in sod., 2012; Mousavi in sod., 2015; Deveza in sod., 2015; McFrederick in Rehan, 2018). 
Iz vzorcev svežega cvetnega prahu so Spencer in sod. (1970) ter McFrederick in Regan 
(2018) med izoliranimi kvasovkami identificirali tudi vrste rodu Metschnikowia in vrsto 
Meyerozyma guilliermnodii. Kvasovke rodu Metschnikowia predstavljajo naravno 
mikrobioto rastlin, sadja in različnih insektov, najdemo jih v nektarju različnih rastlin, za 
večino pa je značilna asimilacija sladkorjev glukoze, saharoze, fruktoze in ramnoze 
(Mendolca-Hagler in sod., 1993). Gilliam (1979) je v svoji študiji identificirala skupno 110 
kvasovk, od katerih so se najpogosteje pojavljale Torulopsis magnoliae, Meyerozyma 
guillermondii in Cryptococcus albidus. O izolaciji Lachancea thermotolerans iz svežega 
cvetnega prahu in iz prebavil čebele poročajo Mousavi in sod. (2015). V posušenem cvetnem 
prahu iz Španije in Portugalske so Nogueira in sod. (2012) ter Deveza in sod. (2015) izolirali 
Zygosaccharomyces rouxii. Rosa in sod. (2003) so iz treh vrst čebel in iz svežega cvetnega 
prahu identificirali Aureobasidium melanogenum, oportunističnega človeškega patogena, ki 
lahko raste med 10 °C in 35 °C (Gostinčar in sod., 2014).  
 
Na koncu shranjevanja smo identificirali kvasovke Metschnikowia sp., Lachancea 
thermotolerans in Papiliotrema flavescens. Lachancea thermotolerans se pogosto pojavlja 
na grozdju, uporablja pa se v vinarstvu pri proizvodnji vina (Morata in sod., 2018). Na 
različnih delih rastlin in v prsti najdemo kvasovko Papiliotrema flavescens, ki se je na 
cvetnem prahu znašla zaradi posredne kontaminacije in je zaradi visoke sposobnosti 
preživetja ostala na njem do konca shranjevanja (Fonseca in sod., 2011).  
 
Cvetni prah vsebuje približno 27,5 % sladkorjev, med katerimi skoraj 90 % vseh 
predstavljajo fruktoza, glukoza in saharoza (Campos in sod., 2008; Kromosinska-Vassev in 
sod., 2015). V takem okolju lahko živijo le mikroorganizmi, ki so odporni na visok osmotski 
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tlak, se znajo prilagoditi na nove okoljske pogoje, imajo hitro stopnjo rasti in zmožnost 
naselitve novega okolja (Hausmann, 2018). Večina kvasovak, identificiranih iz cvetnega 
prahu, izvira iz notranjih organov čebel, sposobna pa je asimilirati glukozo, saharozo, 
maltozo in galaktozo, in zato preživeti razmere cvetnega prahu (Egorova in Babeva, 1967).  
 
Kinetika rasti kvasovk je kvalitativno in kvantitativno odvisna od vrste kvasovke, 
razpoložljivosti glavnih hranil sladkorjev, aminokislin in dušikovih spojin, narave in 
koncentracije sladkorja, dostopnosti kisika in ostalih okoljskih dejavnikov, kot na primer 
prisotnost šibkih kislin (Van Dijken in sod., 1993; Broach, 2012). Kvasne celice zato glede 
na okolje, v katerem se nahajajo, prilagajajo stopnjo rasti. V bogatem gojišču, kot je na 
primer gojišče YPD, je rast zato hitrejša, v revnejšem pa je zaradi pomanjkanja hranil 
zmanjšana in v najhujšem primeru vodi do celične smrti (Broach, 2012). V skladu s tem smo 
za raziskovanje rasti kvasovk določili gojišče YPD in bujon PBS, katerima smo dodali 
različno koncentrirane raztopine cvetnega prahu. Naši rezultati so pokazali, da dodatek 
raztopine cvetnega prahu osmukanca vpliva na hitrost rasti in dolžino lag faze. Med 
kvasovkami, izoliranimi iz dveh obdobij (sveži cvetni prah osmukanec in svetni prah 
osmukanec po 5 tednih shranjevanja), nismo ugotovili pomembnih razlik v dolžini lag faze 
in hitrosti rasti. Razlike se pojavljajo med vrstami in tudi posameznimi sevi iste vrste, na 
primer med sevoma Lachancea thermotolerans K17 in Lachancea thermotolerans K2.3.  
 
Etanol je končni produkt anaerobne fermentacije sladkorjev. Vpliva na rast celic, celično 
delitev in gibljivost, ter na metabolizem, saj znižuje koncentracijo mRNA in proteine, 
povzroča akumulacijo trehaloze, inducira stresne proteine, endocitozo in transportne 
procese, povečuje membransko fluidnost, ki z elektrokemijskim gradientom vpliva na 
celične strukture in membranske funkcije (Stanley in sod., 2009). V določeni koncentraciji 
je lahko toksičen. Kubota in sod. (2004) poročajo, da dodatek 6 % etanola zniža stopnjo rasti 
Saccharomyces cerevisiae za 50 %. Nasprotno trdijo Yoshikawa in sod. (2009), ki 
ugotavljajo, da dodatek etanola ne vpliva na zmanjšano rast izbranih sevov Saccharomyces 
cerevisiae. Del metabolizma kvasovk torej predstavlja tudi odpornost na etanol. V skladu s 
tem smo ugotavljali, ali so identificirane kvasovke odporne na prisotnost etanola. Ugotovili 
smo, da je imel dodatek etanola v višji koncentraciji pozitiven vpliv na rast kvasovk. 
Kvasovki Lahancea thermotolerans K2.3 in Metschnikowia sp. K1.1, obe izolirani po 5 
tednih shranjevanja, sta imeli pri večji koncentraciji etanola večjo hitrost rasti, prisoten pa 
je zamik lag faze, ki ga pripisujemo  prilagajanju na etanol. 
 
5.4 PROTIMIKROBNA AKTIVNOST IZVLEČKOV CVETNEGA PRAHU 
OSMUKANCA 
Cvetni prah je živilo z bogato sestavo. Njegova kemijska sestava, ki je odvisna od 
botaničnega in geografskega izvora, se kaže v različnih morfoloških značilnostih, strukturi, 
posebej pa je bila preučevana vsebnost flavonolov in flavonoidov. Različne aktivnosti, med 
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katere spadajo antioksidativna, imunomodulatorna, kardiozaščitna in protimikrobna 
aktivnost, raziskovalci pripisujejo prav fenolnim spojinam (Carpes in sod., 2007; Ulusoy in 
Kolayli, 2014). Med njimi so posebej pomembni p-kumarin, kavna in elagična kislina, 
miricerin, kvercetin in kaemferol (Atsalakis in sod., 2017; Bridi in sod., 2019) 
Bakterije, proti katerim smo testirali izvlečke cvetnega prahu osmukanca, povzročajo pri 
človeku obolenja in predstavljajo nevarnost za njegovo zdravje. Rezultati raziskav kažejo, 
da so proti izvlečkom cvetnega prahu osmukanca gram+ bakterije odpornejše od gram-, saj 
dodatna, iz fosfolipidov, proteinov in lipopolisaharidov zgrajena zunanja membrana kot del 
celične stene, otežuje prehod molekul (Avsar in sod., 2016). V naši nalogi razlik med obema 
vrstama bakterij nismo določili.  
 
Med testiranimi izvlečki različno obdelanega in shranjenega cvetnega prahu osmukanca se 
je kot najučinkovitejši izkazal sveži cvetni prah osmukanca z najboljšo učinkovitostjo proti 
L. monocytogenes. Njeno občutljivost so opazili tudi Mohdaly in sod. (2015). 
 
Daljše shranjevanje cvetnega prahu osmukanca je pokazalo spremembo v protimikrobni 
aktivnost izvlečkov, saj smo proti L. monocytogenes določili višje vrednosti MIK, proti 
bakteriji C. jejuni pa nižje, v primerjavi s izvlečki svežega cvetnega prahu osmukanca. 
Drugačno aktivnost pripisujemo spremenjeni vsebnosti fenolnih spojin, katero lahko 
opazimo med shranjevanjem in obdelavo (Angelova, 2018). Povezavo med vsebnostjo 
fenolnih spojin in protimikrobno aktivnostjo so opazili Šimunović in sod. (2019).  Izvlečki 
z manjšo vsebnostjo fenolov so imeli večje vrednosti MIK proti E. coli in C jejuni.  
 
Preverjanje aktivnosti izvlečkov sušenega cvetnega prahu osmukanca proti bakterijam ni 
pokazalo bistvene spremembe v njihovi protimikrobni aktivnosti. Kot najbolj občutljiva se 
je med testiranimi mikroorganizmi izkazala L. monocytogenes, vrednosti MIK pa so 
podobne vrednostim proti izvlečkom svežega cvetnega prahu osmukanca. Večje spremembe 
smo opazili po 5 mesečnem shranjevanju sušenih vzorcev cvetnega prahu osmukanca, ko 
smo proti vsem testiranim mikroorganizmom določili večje vrednosti MIK. Na zmanjšano 
aktivnost izvlečkov je lahko vplivala zmanjšana vsebnost fenolnih spojin in flavonoidov, do 
katere je prišlo med sušenjem in nadaljnjim skladiščenjem (Angelova, 2018). 
 
Med objavljenimi študijami raziskovanja protimikrobne aktivnosti cvetnega prahu so 
raziskovalci protimikrobno aktivnost najpogosteje preverjali z metodo z diski in metodo agar 
difuzije (Kačániová in sod., 2012; Fatrcová-Šramková in sod., 2013; Hleba in sod., 2013; 
Karadal in sod., 2018). Vrednosti MIK se med študijami razlikujejo in jih z našimi rezultati 
težko primerjamo. Razlike med omenjenimi študijami pripisujemo uporabi različnih metod, 
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Zaključimo lahko, da imajo izvlečki različno obdelanega in skladiščenega cvetnega prahu 
osmukanca različno protimikrobno aktivnost. Med najbolj učinkovitimi so se izkazali 
izvlečki svežega cvetnega prahu osmukanca. Protimikrobno aktivnost so pokazali tudi 





Podržaj L. Mikrobiološka obstojnost ... cvetnega prahu osmukanca ... pri različnih načinih shranjevanja. 




 Sveži cvetni prah osmukanec je mikrobiološko občutljivo živilo in med 
shranjevanjem spreminja svojo mikrobiološko sliko. 
 Med shranjevanjem svežega cvetnega prahu osmukanca v hladilniku pri 4 – 7 °C se 
koncentracija mezofilnih aerobnih mikroorganizmov, koliformnih bakterij, plesni in 
kvasovk zmanjšuje. Hlajenje podaljša obstojnost cvetnega prahu osmukanca, a 
mikrobiološka slika cvetnega prahu osmukanca ni stabilna.  
 Režimi sušenja vplivajo na mikrobiološko obstojnost cvetnega prahu osmukanca, a 
je bilo znižanje koncentracije mikroorganizmov podobno pri sušenju pri 40 °C 24 h 
kot pri sušenju pri 30 °C 72 h.  
 Med 12 mesečnim shranjevanjem v temi se vzorcem, sušenim pri 30 °C 72 h in 40 
°C 24 h mikrobiološka slika ni poslabšala. Po 12 mesecih so vzorci vsebovali manjšo 
koncentracijo mikroorganizmov kot ob začetku shranjevanja. Med različnima 
režimoma sušenja nismo določili statistično značilnih razlik. 
 Mikrobiološka slika svežega cvetnega prahu osmukanca se je med 5 tedenskim 
shranjevanjem pri sobni temperaturi spreminjala tako, da so na začetku  prevladovali 
mezofilni aerobni mikroorganizmi, po koncu pa kvasovke.  
 Med najpogosteje izoliranimi sevi kvasovk iz svežega in pokvarjenega cvetnega 
prahu osmukanca smo identificirali 5 rodov: Metschnikowia, Meyerozyma, 
Papiliotrema, Lachancea in Aurebasidium. Na začetku shranjevanja smo v svežem 
cvetnem prahu osmukancu identificirali kvasovke Metschnikowia sp., Lachancea 
thermotolerans, Meyerozyma guillermondii in Aurebasidium melanogenum, po 5. 
tednu shranjevanja pa Metschnikowia sp., Papilotrema flavescens in Lachancea 
thermotolerans. 
 Hitrost rasti kvasovk je različna glede na vrsto kvasovke ter vrsto gojišča in 
prisotnost raztopine cvetnega prahu osmukanca ali etanola. V gojišču PBS z 
dodatkom raztopine cvetnega prahu osmukanca je bila rast kvasovk najpočasnejša, v 
gojišču YPD z dodatkom raztopine cvetnega prahu osmukanca pa najhitrejša. Višja 
koncentracija cvetnega prahu osmukanca pospešuje rast v gojišču YPD in zavira rast 
kvasovk v bujonu PBS.  
 Protimikrobna aktivnost izvlečkov cvetnega prahu osmukanca je odvisna od načina 
obdelave in skladiščenja cvetnega prahu osmukanca. Najbolj aktivni so bili izvlečki 
svežega cvetnega prahu osmukanca, a tudi sušenje aktivnosti ni bistveno zmanjšalo. 
Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) izvlečkov različno obdelanega in 
skladiščenega cvetnega prahu osmukanca smo določili proti bakterijam E. coli (5,9 
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7 POVZETEK 
Čebelji cvetni prah osmukanec je mikrobiološko občutljivo živilo z visoko vsebnostjo vode 
in številnih hranil. Zato je dober medij za razvoj mikroorganizmov. Viri mikroorganizmov 
v cvetnem prahu so čebele, okolje, človek in postopki rokovanja in obdelave. V naši nalogi 
smo preučevali mikrobiološko kakovost in obstojnost cvetnega prahu osmukanca iz različnih 
regij Slovenije. Kot parametre kakovosti smo upoštevali mezofilne aerobne 
mikroorganizme, koliformne bakterije, plesni in kvasovke. V svežem cvetnem prahu 
osmukancu so bile uravnoteženo zastopane kvasovke in mezofilne aerobne bakterije. Med 
12 tedenskim shranjevanjem v hladilniku se je koncentracija vseh obravnavanih 
indikatorskih skupin mikroorganizmov zmanjšala. Shranjevanje v hladilniku podaljša 
mikrobiološko obstojnost cvetnega prahu osmukanca, vendar mikrobiološka slika ni 
stabilna. 
 
Kot najprimernejši način sušenja smo določili sušenje pri 40 °C 24 h, saj smo v najkrajšem 
času dosegli najnižjo koncentracijo mikroorganizmov. Zmanjšano koncentracijo 
indikatorskih skupin mikroorganizmov smo potrdili tudi po sušenju pri 35 °C ali 30 °C 72 
h. Razlike med vplivom posameznih postopkov na mikrobiološko sliko niso bile statistično 
značilne. Posušeni cvetni prah smo nadalje shranjevali 12 mesecev pri 16 °C v temi. Med 
shranjevanjem se vzorcem, sušenim pri 35 °C 72 h in pri 40 °C 24 h obstojnost ni poslabšala, 
saj je ostajala mikrobiološka slika stabilna oz. se je koncentracija indikatorskih skupin 
mikroorganizmov med shranjevanjem še zmanjšala. 
 
Kot glavne mikrobiološke povzročitelje svežega cvetnega prahu osmukanca med 
shranjevanjem pri sobni temperaturi smo identificirali in karakterizirali kvasovke, med 
katerimi smo v svežem cvetnem prahu osmukancu najpogosteje izolirali kvasovke 
Metschnikowia sp., Lachancea thermotolerans, Meyerozyma guillermondii in Aurebasidium 
melanogenum, po 5. tednu shranjevanja pa Metschnikowia sp., Papilotrema flavescens in 
Lachancea thermotolerans. Njihovo rast smo spremljali ob dodatku raztopine cvetnega 
prahu osmukanca v gojišču YPD in bujonu PBS, ter v prisotnosti etanola v gojišču YPD. 
Ugotovili smo, da se hitrosti rasti kvasovk razlikujejo glede na vrsto gojišča in prisotnost 
raztopine cvetnega prahu osmukanca. Na rast prav tako vpliva koncentracija raztopine 
cvetnega prahu osmukanca, in sicer večja koncentracija pozitivno vpliva na rast kvasovk v 
gojišču YPD in negativno na rast v bujonu PBS.  
 
Protimikrobna aktivnost izvlečkov cvetnega prahu osmukanca je odvisna od načina obdelave 
in skladiščenja cvetnega prahu osmukanca. Protimikrobno najbolj aktivni so bili izvlečki 
svežega cvetnega prahu osmukanca, a tudi sušenje aktivnosti ni bistveno zmanjšalo. 
Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) izvlečkov različno obdelanega in skladiščenega 
cvetnega prahu osmukanca smo določili proti bakterijam E. coli (5,9 – 25 mg/mL), C. jejuni 
(3,5 – 25 mg/mL) in L. monocytogenes (6,3 – 12,5 mg/mL). 
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Metschnikowia bicuspidata  520 520 100 99 KP132407,1 
Metschnikowia aff, Chrysoperlae 520 520 100 99 JX188175,1 
Metschnikowia sp. 520 520 100 99 AM161109,1 
ITS4 
Metschnikowia sp. 569 569 50 97 KM243743,1 
Metschnikowia sp. 569 569 50 97 KM209323,1 
Metschnikowia sp. 568 568 50 97 KM243746,1 
K1.3 
ITS1 
Metschnikowia pulcherrima  455 455 100 100 MH023215,1 
Metschnikowia sp. 455 455 100 100 MH101418,1 
Metschnikowia pulcherrima  455 455 100 100 MG971253,1 
ITS4 
Metschnikowia sp. 549 549 100 99 KM243743,1 
Metschnikowia ziziphicola  544 544 100 99 KY104214,1 
Metschnikowia sp. 544 544 100 99 KM243744,1 
K1.5 
ITS1 
Meyerozyma guillermondii 10005 10005 100 99 KX387656,1 
Meyerozyma guillermondii 10005 10005 100 99 KX387655,1 
Meyerozyma guillermondii 10005 10005 100 99 KX387654,1 
ITS4 
Meyerozyma guilliermondii  970 970 100 100 MF940125,1 
Meyerozyma guilliermondii  970 970 100 100 LC422368,1 

























Papiliotrema flavescens  756 756 100 100 MH023208.1 
Papiliotrema flavescens  756 756 100 100 MH931267.1 
Papiliotrema flavescens 756 756 100 100 MF620126.1 
ITS4 
Papiliotrema flavescens  804 804 100 100 MH931267.1 
Uncultured fungus clone ZBJ201306-60 804 804 100 100 KX515255.1 




Lachancea thermotolerans  1138 1138 100 100 KY495731.1 
Lachancea thermotolerans  1138 1138 100 100 KY558362.1 
Lachancea thermotolerans  1138 1138 100 100 KY104010.1 
ITS4 
Lachancea thermotolerans  1142 1142 100 100 KY495731.1 
Lachancea thermotolerans  1142 1142 100 100 KY558362.1 




Lachancea thermotolerans  1150 1150 100 100 KY207383.1 
Lachancea thermotolerans  1150 1150 100 100 KY495731.1 
Lachancea thermotolerans  1150 1150 100 100 KY558362.1 
ITS4 
Lachancea thermotolerans  1152 1152 100 100 KY495731.1 
Lachancea thermotolerans  1152 1152 100 100 KY558362.1 























Gene Bank  
K1.20 
ITS1 
Aureobasidium melanogenum 913 913 100 100 MF467893,1 
Aureobasidium melanogenum 913 913 100 100 MF467883,1 
Aureobasidium pullulans 913 913 100 100 KY615342,1 
ITS4 
Aureobasidium melanogenum  859 859 100 99 NR_159598,1 
Aureobasidium melanogenum 859 859 100 99 MH855849,1 
Aureobasidium melanogenum 859 859 100 99 MH854707,1 
K2.3 
ITS1 
Lachancea thermotolerans  1094 1094 100 100 KY207383,1 
Lachancea thermotolerans  1094 1094 100 100 KY495731,1 
Lachancea thermotolerans  1094 1094 100 100 KY558362,1 
ITS4 
Lachancea thermotolerans  1083 1083 100 100 KY495731,1 
Lachancea thermotolerans  1083 1083 100 100 KY558362,1 
Lachancea thermotolerans  1083 1083 100 100 KY108262,1 
 
